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Coronary	  artery	  disease	  continues	  to	  be	  the	  leading	  cause	  of	  mortality	  in	  the	  
world	  and	  a	  major	  source	  of	  disability,	  particularly	  for	  the	  aged	  population.	  The	  
presence	  of	  vascular	  diseases	  such	  as	  atherosclerosis	  is	  a	  predisposition	  to	  life	  
threatening	  events	  such	  as	  acute	  myocardial	  infarctions	  and	  strokes.	  	  
Whilst	  the	  current	  best	  treatment	  is	  the	  use	  of	  statins,	  they	  still	  hold	  a	  significant	  
residual	  cardiovascular	  risk.	  1	  in	  4	  people	  on	  statins	  still	  die	  as	  a	  result	  of	  
cardiovascular	  disease,	  therefore	  there	  is	  much	  potential	  for	  supplementary	  
treatments.	  
Previous	  work	  in	  the	  Heather	  Lab	  has	  shown	  that	  the	  inhibition	  of	  the	  enzyme	  
calcium/calmodulin	  dependent	  protein	  kinase	  2	  (CaMKII)	  through	  the	  
administration	  of	  KN-­‐93	  reduces	  the	  atherosclerotic	  lesion	  size	  in	  ApoE-­‐/-­‐	  mice.	  
The	  results	  of	  this	  study	  show	  the	  involvement	  of	  CaMKII	  in	  atherosclerosis,	  and	  
thereby	  a	  potential	  target	  for	  treatment.	  	  
Pathologies	  occurring	  in	  the	  vasculature	  such	  as	  atherosclerosis	  are	  
characterised	  by	  endothelial	  dysfunction	  and	  increased	  migration	  and	  
proliferation	  of	  vascular	  smooth	  muscle	  cells	  (VSMC).	  Different	  isoforms	  of	  
CaMKII	  has	  emerged	  to	  play	  a	  role	  in	  the	  regulation	  of	  vascular	  homeostasis,	  
namely	  the	  delta	  and	  gamma	  isoforms.	  Studies	  in	  rats	  using	  balloon	  angioplasty	  
have	  shown	  that	  the	  CaMKII	  delta	  isoform	  is	  associated	  with	  adverse	  migration	  
and	  proliferation	  of	  VSMC,	  whilst	  CaMKII	  gamma	  isoform	  is	  associated	  with	  
decreased	  VSMC	  migration	  and	  proliferation.	  
	   III	  
	  Determining	  which	  CaMKII	  isoforms	  are	  present	  in	  ApoE-­‐/-­‐	  mice,	  and	  their	  
expression	  pattern	  during	  the	  development	  of	  atherosclerosis	  remains	  an	  active	  
field	  of	  research,	  and	  will	  lead	  to	  a	  better	  understanding	  of	  the	  mechanism	  of	  
atherosclerosis.	  	  
It	  was	  hypothesised	  that	  as	  atherosclerosis	  progresses,	  the	  CaMKII	  delta	  isoform	  
would	  both	  increase	  at	  the	  mRNA	  and	  protein	  level,	  whilst	  the	  CaMKII	  gamma	  
isoform	  would	  decrease	  in	  the	  mouse	  aorta.	  To	  test	  this	  hypothesis,	  13,	  16	  and	  
20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  had	  their	  whole	  aorta	  extracted	  and	  analysed	  for	  
CaMKII	  protein	  and	  mRNA	  expression.	  	  
The	  expression	  of	  protein	  and	  mRNA	  of	  both	  CaMKII	  delta	  and	  CaMKII	  gamma	  
was	  also	  explored	  in	  human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  (HUVEC),	  human	  
coronary	  artery	  endothelial	  cells	  (HCAEC)	  and	  human	  coronary	  artery	  smooth	  
muscle	  cells	  (HCASMC).	  It	  was	  hypothesised	  that	  there	  are	  differences	  in	  CaMKII	  
isoform	  expression	  among	  the	  different	  human	  cell	  types	  of	  HUVEC,	  HCAEC	  and	  
HCASMC.	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  Administration	  
GAPDH	   Glyceraldehyde	  3-­‐phosphate	  dehydrogenase	  
H2O	   Water	  
HCAEC	   Human	  coronary	  artery	  endothelial	  cells	  
HCASMC	   Human	  coronary	  artery	  smooth	  muscle	  cells	  
HUVEC	   Human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  
Kb	   Kilobase	  
kDa	   Kilodalton	  
kg	   Kilogram	  
LDL-­‐C	   Low-­‐density	  lipoprotein	  cholesterol	  
MES	   2-­‐(N-­‐morpholino)ethanesulfonic	  acid	  
mg	   Milligram	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mL	   Millilitre	  
mM	   Millimole	  
mm	   Millimetre	  
mRNA	   Messenger	  ribonucleic	  acid	  
ng	   Nanogram	  
NO	   Nitric	  oxide	  
PTM	   Post	  translational	  modification	  
PVDF	   Polyvinylidene	  fluoride	  
RNA	   Ribonucleic	  acid	  
ROS	   Reactive	  oxygen	  species	  
RPM	   Revolutions	  per	  minute	  
SEM	   Standard	  error	  of	  mean	  
siRNA	   Short	  interfering	  ribonucleic	  acid	  
TAE	  buffer	   Tris,	  acetic	  acid,	  ethylenediaminetetraacetic	  acid	  buffer	  
TBS	   Tris-­‐buffered	  saline	  
TBST	   Tris-­‐buffered	  saline	  and	  Tween	  20	  
TV	   Transcript	  variable	  
V	   Volt	  
VCAM-­‐1	   Vascular	  cell	  adhesion	  molecule	  1	  
VSMC	   Vascular	  smooth	  muscle	  cell	  
µA	   Microamp	  
µg	   Microgram	  
µL	   Microlitre	  
µM	   Micromole	  
-­‐/-­‐	   Knockout	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1 Introduction	  
	  
1.1 Structure	  and	  Function	  of	  Arteries	  	  
Arteries	  play	  a	  fundamental	  role	  for	  the	  proper	  functioning	  of	  the	  body	  as	  a	  whole.	  Blood	  
vessels	  are	  highly	  organised,	  complex	  structures	  and	  are	  more	  than	  a	  simple	  tube	  that	  acts	  
as	  a	  plumbing	  system	  for	  blood	  to	  be	  transported.	  The	  vascular	  network	  assists	  in	  
transporting	  oxygen,	  carbon	  dioxide	  as	  well	  as	  myriad	  of	  other	  metabolites	  around	  the	  
body.	  The	  vasculature	  also	  serves	  as	  a	  highway	  for	  immune	  cells	  to	  migrate	  around	  the	  
body	  for	  surveillance	  as	  well	  as	  to	  reach	  specific	  inflammatory	  sites	  in	  minimal	  time	  (Eble	  
&	  Niland,	  2009).	  Therefore,	  the	  maintenance	  of	  vascular	  integrity	  is	  of	  upmost	  importance	  
for	  homeostasis	  within	  the	  human	  body.	  Instances	  where	  the	  vasculature	  becomes	  
compromised,	  vascular	  pathologies	  such	  as	  atherosclerosis	  may	  ensue,	  resulting	  in	  
morbidity	  or	  mortality.	  	  
 
The	  innermost	  layer	  of	  the	  vascular	  wall	  is	  the	  tunica	  intima.	  It	  is	  comprised	  of	  a	  single	  
layer	  (monolayer)	  of	  endothelial	  cells	  (EC).	  EC’s	  are	  important	  for	  maintaining	  local	  blood	  
flow	  by	  producing	  nitric	  oxide	  (NO),	  a	  potent	  vasodilator,	  and	  thereby	  modulating	  vascular	  
tone.	  EC’s	  are	  attached	  to	  a	  sheath	  of	  connective	  tissue,	  the	  internal	  elastic	  membrane	  
(Figure	  1.1).	  	  
 
The	  NO	  produced	  by	  EC’s	  act	  on	  the	  underlying	  vascular	  smooth	  muscle	  cells	  (VSMC),	  a	  
region	  termed	  the	  tunica	  media.	  Being	  the	  largest	  layer	  of	  the	  vasculature,	  its	  contraction	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or	  relaxation	  regulates	  blood	  flow	  by	  changing	  the	  radius	  of	  the	  lumen.	  The	  VSMC	  itself	  is	  
contained	  by	  a	  group	  of	  elastic	  fibers,	  the	  external	  elastic	  fibers.	  	  
 
The	  outer	  most	  and	  superficial	  layer	  of	  the	  artery	  is	  the	  tunica	  adventitia,	  which	  is	  
comprised	  of	  collagen	  and	  elastic	  fibers	  for	  structural	  support.	  In	  larger	  vessels	  such	  as	  the	  
aorta,	  smaller	  blood	  vessels,	  named	  vasa	  vasorum,	  are	  present	  within	  the	  extracellular	  
matrix	  to	  supply	  blood	  to	  cells	  that	  oxygen	  simply	  cannot	  diffuse	  through	  the	  lumen	  of	  the	  
thick	  wall	  of	  the	  aorta.	  The	  tunica	  adventitia	  is	  essential	  for	  the	  proper	  function	  of	  the	  
vessel,	  as	  arteries	  are	  exposed	  to	  large	  pulsatile	  pressure	  of	  the	  blood	  (Tennant	  &	  
McGeachie,	  1990).	  
 
The	  ratio	  of	  tunica	  media	  and	  tunica	  adventitia	  is	  entirely	  dependent	  on	  the	  location	  and	  
function	  of	  a	  vessel.	  For	  instance,	  the	  aorta	  consists	  of	  more	  adventitia	  for	  its	  structural	  
support	  and	  its	  elastic	  properties	  to	  maintain	  blood	  pressure	  during	  diastole,	  whilst	  
arterioles	  have	  a	  greater	  ratio	  of	  tunica	  media	  for	  its	  ability	  to	  regulate	  blood	  flow	  (Tennant	  
&	  McGeachie,	  1990).	  	  
	  
The	  extracellular	  matrix	  not	  only	  provides	  structural	  support,	  but	  also	  provides	  
informational	  signals	  to	  other	  surrounding	  vascular	  cells.	  This	  mechanism	  regulates	  
proliferation,	  migration	  and	  differentiation	  of	  the	  surrounding	  vascular	  cells.	  The	  
extracellular	  matrix	  is	  also	  able	  to	  store,	  mask,	  present	  or	  sequester	  growth	  factors,	  
thereby	  ECM	  plays	  a	  crucial	  role	  in	  the	  maintenance	  and	  correct	  homeostasis	  of	  the	  
vasculature	  (Eble	  &	  Niland,	  2009).	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Figure	  1.1:	  Cross-­‐sectional	  view	  of	  an	  artery	  wall.	  	  
The	  artery	  wall	  consists	  of	  three	  distinct	  layers	  that	  enclose	  the	  vessel	  lumen.	  A	  magnified	  view	  of	  
the	  arterial	  wall	  depicts	  the	  innermost	  endothelial	  cells,	  followed	  by	  the	  thick	  vascular	  smooth	  
muscles,	  encapsulated	  by	  connective	  tissue.	  
  
	   4	  
1.2 Epidemiology	  of	  Cardiovascular	  Diseases	  &	  Coronary	  Artery	  Disease	  	  
	  
Cardiovascular	  disease	  (CVD)	  is	  the	  leading	  cause	  of	  death	  worldwide.	  According	  to	  the	  
World	  Health	  Organisation,	  in	  2015	  alone,	  17.7	  million	  people	  died	  globally	  due	  to	  CVD	  
(31%	  of	  all	  global	  deaths).	  Furthermore,	  an	  estimated	  7.4	  million	  deaths	  were	  due	  to	  
coronary	  artery	  disease	  and	  6.7	  million	  deaths	  due	  to	  stroke	  (World	  Health	  Organisation,	  
2017).	  The	  vascular	  disease,	  atherosclerosis,	  is	  a	  major	  contributor	  to	  both	  these	  
conditions	  (Pagidipati	  &	  Gaziano,	  2013).	  In	  New	  Zealand,	  33%	  of	  all	  deaths	  annually	  are	  
due	  to	  CVD	  (Ministry	  of	  Health,	  2015).	  Currently,	  172	  000	  adults	  are	  living	  with	  CVD,	  and	  
every	  90	  minutes	  a	  New	  Zealand	  person	  dies	  of	  heart	  disease	  (Ministry	  of	  Health,	  2015).	  
Many	  of	  these	  deaths	  occur	  prematurely	  and	  are	  preventable.	  CVD	  exerts	  enormous	  
pressure	  on	  the	  national	  health	  care	  system,	  as	  well	  as	  others	  health	  care	  systems	  
worldwide.	  	  
 
Interestingly,	  the	  onset	  of	  CVD	  has	  been	  noted	  to	  have	  sexual	  dimorphism.	  Males	  suffer	  
from	  myocardial	  infarcts	  and	  strokes	  more	  frequently	  than	  females	  earlier	  in	  life,	  up	  until	  
the	  point	  where	  females	  reach	  the	  age	  of	  menopause.	  In	  the	  elderly	  population,	  females	  
overtake	  the	  males	  in	  the	  rates	  and	  severity	  of	  CVD	  (Schannwell,	  2006).	  This	  phenomenon	  
is	  attributable	  to	  many	  variables,	  the	  most	  prominent	  being	  that	  of	  hormonal	  (particularly	  
estrogen,	  which	  has	  shown	  to	  be	  protective	  against	  CAD),	  genetic	  and	  environmental	  
factors	  (Winham	  et	  al.,	  2015).	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1.3 Atherosclerosis	  	  
1.3.1 Disease	  Overview	  	  
The	  earliest	  discovery	  of	  atherosclerosis	  was	  observed	  by	  Rudolph	  v.	  Virchow	  in	  1856,	  who	  
saw	  that	  patients	  suffering	  from	  a	  myocardial	  infarction	  often	  had	  a	  yellow	  fatty	  substance	  
associated	  within	  the	  thickened	  and	  irregular	  vascular	  wall.	  It	  was	  later	  identified	  as	  
cholesterol	  (Tobert,	  2003).	  This	  pathological	  condition	  was	  then	  termed	  atheroma,	  the	  
Greek	  word	  for	  porridge.	  In	  1907,	  Alexander	  Ignatowski	  began	  to	  investigate	  the	  
pathogenesis	  of	  atherosclerosis	  by	  feeding	  rabbits	  a	  diet	  of	  full-­‐fat	  milk,	  eggs,	  and	  meat.	  
These	  rabbits	  that	  were	  nourished	  with	  animal	  proteins	  eventually	  developed	  significant	  
amount	  of	  atherosclerosis	  in	  the	  aorta	  (Kritchevsky	  et	  al.,	  1987;	  Konstantinov	  &	  Jankovic,	  
2013).	  However,	  the	  most	  significant	  advancements	  in	  the	  field	  have	  arisen	  from	  the	  last	  
three	  decades,	  with	  the	  versatility	  to	  study	  the	  disease	  in	  genetically	  engineered	  mice.	  	  
 
Atherogenesis	  (the	  development	  of	  atherosclerosis)	  is	  a	  multifactorial	  process	  promoted	  
by	  a	  multitude	  of	  modifiable	  and	  non-­‐modifiable	  risk	  factors	  (Gleissner,	  2016).	  The	  non-­‐
modifiable	  risk	  factors	  include	  age,	  gender,	  genetics,	  and	  socioeconomic	  status.	  Some	  of	  the	  
modifiable	  risk	  factors	  are	  (but	  not	  limited	  to)	  tobacco	  consumption,	  a	  diet	  high	  in	  
saturated	  fat,	  lack	  of	  physical	  activity,	  obesity,	  diabetes,	  hypertension,	  and	  
hypercholesterolemia	  (Puranik	  &	  Celermajer,	  2003;	  Mudau	  et	  al.,	  2012).	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1.3.2 Endothelial	  Dysfunction	  	  
 
Endothelium,	  or	  endothelial	  cells	  are	  the	  innermost	  layer	  of	  cells	  that	  line	  the	  arterial	  wall.	  
Consisting	  of	  approximately	  1-­‐6	  x	  1013	  cells,	  the	  endothelium	  accounts	  for	  about	  1	  kg	  of	  
total	  body	  weight	  in	  an	  average	  person	  (Mudau	  et	  al.,	  2012).	  The	  endothelium	  acts	  as	  a	  
barrier	  with	  anti-­‐thrombotic	  and	  anti-­‐coagulant	  properties	  through	  its	  vast	  glycocalyx,	  and	  
as	  described	  above,	  it	  is	  responsible	  for	  the	  regulation	  of	  vascular	  constriction	  and	  
relaxation,	  by	  producing	  vasoactive	  substances,	  including	  NO	  (Gimbrone	  &	  Garcia-­‐Cardena,	  
2016).	  
 
Atherosclerotic	  plaques	  do	  not	  form	  arbitrarily	  throughout	  the	  vasculature.	  They	  
predominantly	  develop	  in	  areas	  where	  the	  geometry	  of	  the	  vessel	  is	  more	  complex,	  such	  as	  
bifurcations	  (where	  one	  vessel	  diverges	  into	  two	  or	  more	  vessels)	  or	  curvatures	  (Davies	  et	  
al.,	  1997).	  This	  is	  due	  to	  the	  turbulent	  blood	  flow	  in	  the	  areas	  of	  complex	  vessel	  geometry,	  
where	  endothelial	  damage	  and	  therefore	  endothelial	  dysfunction	  may	  occur,	  impairing	  NO	  
synthesis	  and	  release	  (Langille	  &	  O'Donnell,	  1986).	  By	  contrast,	  the	  endothelium	  along	  a	  
straight	  artery	  is	  exposed	  to	  laminar	  flow.	  When	  confronted	  by	  increased	  blood	  pressure,	  
NO	  is	  released	  and	  dilatation	  of	  the	  vessel	  leads	  to	  reduced	  likelihood	  of	  endothelial	  
damage	  and	  maintains	  VSMC	  in	  a	  more	  functional,	  contractile	  phenotype	  (Buga	  et	  al.,	  1991;	  
Steinman,	  2000).	  In	  areas	  prone	  to	  endothelial	  dysfunction,	  a	  reduction	  in	  NO	  synthesis	  
and	  release	  has	  a	  strong	  correlation	  with	  VSMC	  differentiating	  from	  a	  contractile	  state	  to	  a	  
more	  synthetic	  state,	  exacerbating	  the	  vascular	  disease	  (Rensen	  et	  al.,	  2007).	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In	  patients	  with	  hypertension,	  endothelial	  dysfunction	  is	  a	  prominent	  underlying	  feature.	  It	  
has	  been	  shown	  that	  in	  patients	  with	  hypertension,	  there	  is	  blunted	  forearm	  flow	  in	  
response	  to	  vasodilatory	  factors	  (such	  as	  acetylcholine	  and	  bradykinin),	  which	  is	  
characteristic	  of	  endothelial	  dysfunction.	  An	  increased	  production	  of	  reactive	  oxygen	  
species	  (ROS)	  and	  endothelial	  derived	  contracting	  factors	  (such	  as	  ET-­‐1,	  angiotensin	  2,	  
PGH2)	  as	  well	  as	  decreased	  NO	  bioavailability	  are	  measured	  in	  patients	  with	  hypertension	  
(Versari	  et	  al.,	  2009).	  	  
 
Ageing	  is	  recognised	  as	  a	  factor,	  which	  predisposes	  one	  to	  endothelial	  dysfunction.	  With	  
age,	  the	  endothelial	  NO	  production	  is	  reduced	  and	  thereby	  more	  prone	  to	  augmentation	  of	  
atherosclerotic	  lesions	  (Vanhoutte,	  2002).	  
 
Oxidative	  stress	  through	  various	  aforementioned	  risk	  factors	  appears	  to	  be	  the	  common	  
underlying	  mechanism	  in	  the	  development	  of	  endothelial	  dysfunction.	  The	  effects	  of	  
oxidative	  stress	  within	  the	  vasculature	  include	  VSMC	  proliferation	  (resulting	  in	  a	  thicker	  
vascular	  wall),	  endothelial	  cell	  apoptosis,	  as	  well	  as	  an	  increase	  in	  expression	  and	  activity	  
of	  various	  enzymes	  involved	  in	  the	  development	  of	  atherosclerosis	  (Mudau	  et	  al.,	  2012).	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1.3.3 Monocyte	  Infiltration	  	  
 
Early	  theories	  of	  atherogenesis,	  such	  as	  the	  lipid	  insudation	  theory	  and	  the	  fibrin	  
incrustation	  theory	  focused	  predominantly	  on	  the	  microscopic	  features	  of	  atherosclerotic	  
lesions,	  where	  more	  recent	  work	  has	  established	  a	  mechanism	  involving	  the	  vascular	  
system	  as	  a	  whole	  (Gimbrone	  &	  Garcia-­‐Cardena,	  2013).	  	  
 
High	  plasma	  concentrations	  of	  cholesterol,	  particularly	  low-­‐density	  lipoprotein	  cholesterol	  
(LDL-­‐C),	  are	  one	  of	  the	  main	  risk	  factors	  for	  atherosclerosis.	  However,	  the	  formation	  of	  
early	  atherosclerotic	  plaques	  are	  not	  as	  straightforward	  as	  lipid	  simply	  accumulating	  
within	  the	  vasculature	  (Ross,	  1999).	  The	  overall	  mechanism	  involves	  immune	  cells	  that	  
drive	  atherosclerotic	  lesion	  formation.	  	  
 
During	  endothelial	  dysfunction	  where	  an	  increased	  amount	  of	  ROS	  is	  produced,	  the	  LDL-­‐C	  
that	  has	  accumulated	  in	  the	  vessel	  wall	  becomes	  prone	  to	  oxidation,	  and	  ox-­‐LDL-­‐C	  is	  
formed.	  The	  initial	  inflammatory	  response	  of	  the	  endothelial	  cells	  is	  to	  express	  a	  number	  of	  
cell	  adhesion	  molecules	  (such	  as	  VCAM-­‐1,	  I	  CAM-­‐	  1,	  and	  ECAM),	  which	  bind	  and	  tethers	  to	  
circulating	  monocytes.	  Increased	  expression	  of	  cell	  adhesion	  molecules	  is	  associated	  with	  
increased	  atherosclerotic	  plaque	  size	  and	  conversely,	  experimental	  mice	  that	  expressed	  
defective	  VCAM-­‐1	  had	  reduced	  plaque	  formation	  (Cybulsky	  et	  al.,	  2001).	  In	  certain	  
atherosclerosis	  prone	  regions,	  disturbed	  blood	  flow	  has	  been	  shown	  to	  up	  regulate	  
endothelial	  cell	  adhesion	  molecule	  production	  (Nagel	  et	  al.,	  1994).	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These	  monocytes	  have	  the	  ability	  to	  phagocytose	  large	  amounts	  of	  ox-­‐LDL-­‐C,	  and	  neutralise	  
their	  toxic	  effects	  within	  the	  vascular	  wall.	  The	  circulating	  monocytes	  attach	  to	  cell	  
adhesion	  molecules	  on	  the	  endothelium	  and	  once	  tethered,	  are	  activated	  to	  migrate	  and	  
infiltrate	  into	  the	  sub-­‐intima	  through	  a	  process	  known	  as	  diapedesis	  (Tousoulis	  et	  al.,	  
2014).	  The	  monocytes	  then	  mature	  into	  macrophages,	  where	  they	  are	  less	  mobile	  within	  
the	  vascular	  wall	  and	  together	  forming	  a	  lipid-­‐filled	  necrotic	  core.	  The	  monocyte-­‐derived	  
macrophages	  that	  have	  engulfed	  large	  amount	  of	  ox-­‐LDL-­‐C	  are	  called	  foam	  cells	  due	  to	  
their	  foamy	  appearance	  microscopically	  (Libby	  et	  al.,	  2002).	  When	  the	  accumulations	  of	  
these	  foam	  cells	  get	  large	  enough,	  the	  necrotic	  core	  can	  be	  visible	  to	  the	  naked	  eye.	  Such	  
fatty	  streak	  formation	  can	  be	  present	  as	  early	  as	  the	  advanced	  stages	  of	  foetal	  development	  
(Napoli	  et	  al.,	  1997).	  
 
Chemokines	  and	  pro-­‐inflammatory	  cytokines	  released	  from	  aggravated	  plaque	  forming	  
regions	  further	  attract	  monocyte	  accumulation	  as	  well	  as	  increase	  the	  permeability	  of	  the	  
vascular	  wall	  for	  such	  immune	  cells	  to	  permeate	  into	  the	  vascular	  wall,	  compounding	  the	  
plaque	  size	  (Libby	  et	  al.,	  2002).	  	  
 
1.3.4 Vascular	  Smooth	  Muscle	  Cell	  Migration	  and	  Proliferation	  	  
 
The	  role	  that	  VSMC	  plays	  in	  atherosclerosis	  has	  evolved	  significantly	  in	  the	  last	  three	  
decades.	  Previously,	  it	  was	  hypothesised	  that	  proliferation	  of	  VSMC	  drove	  atherogenesis	  
and	  inhibiting	  this	  step	  would	  lead	  to	  improved	  outcomes	  (Bennett	  et	  al.,	  2016).	  According	  
to	  the	  original	  ‘response	  to	  injury’	  hypothesis	  of	  atherogenesis,	  VSMC	  migration	  and	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proliferation	  from	  the	  media	  into	  the	  intima	  are	  the	  initial	  cell	  reactions	  of	  atherosclerosis.	  
VSMCs	  in	  the	  normal	  vascular	  wall	  have	  a	  significantly	  lower	  turnover	  rate,	  whilst	  
increased	  cell	  proliferation	  is	  observed	  during	  early	  atherogenesis	  and	  in	  vascular	  injury	  
(Lutgens	  et	  al.,	  1999).	  VSMC	  proliferation	  is	  shown	  to	  be	  beneficial	  for	  reparative	  purposes	  
as	  well	  as	  increased	  plaque	  stability	  by	  extracellular	  matrix	  produced	  by	  migrated	  VSMC	  
forming	  a	  fibrous	  cap	  over	  the	  necrotic	  core	  (Lim	  &	  Park,	  2014;	  Bennett	  et	  al.,	  2016). 
 
In	  most	  patients,	  myocardial	  infarctions	  or	  strokes	  occur	  as	  a	  result	  of	  erosion	  to	  which	  
ultimately	  ends	  in	  the	  rupture	  of	  the	  fibrous	  cap.	  The	  major	  clinical	  consequences	  of	  
atherosclerotic	  plaques	  are	  not	  due	  to	  the	  gradual	  narrowing	  of	  the	  lumen,	  but	  rather	  the	  
thrombotic	  sequelae	  associated	  with	  acute	  rupture	  of	  an	  unstable	  plaque.	  Plaque	  rupture	  
and	  thrombosis	  accounts	  for	  more	  than	  50%	  of	  cases	  of	  acute	  myocardial	  infarction	  
(Serruys	  et	  al.,	  1987).	  This	  often	  occurs	  at	  the	  shoulder	  of	  the	  lesion	  where	  macrophages	  
enter,	  accumulate	  and	  apoptose	  (Lee	  &	  Libby,	  1997).	  The	  degradation	  of	  the	  fibrous	  cap	  is	  
through	  the	  work	  of	  metalloproteinases	  such	  as	  collagenases,	  elastases	  and	  stromelysins.	  
Immune	  cells	  in	  the	  region	  of	  the	  plaque	  may	  stimulate	  metalloproteinase	  production	  (by	  
macrophages	  in	  the	  lesions),	  further	  promoting	  plaque	  instability	  (Galis	  et	  al.,	  1994).	  Stable	  
advanced	  lesions	  usually	  display	  a	  uniformly	  dense	  fibrous	  cap.	  Often	  the	  more	  dangerous	  
lesions	  are	  paradoxically	  non-­‐occlusive,	  but	  rupture	  more	  abruptly	  and	  therefore	  proves	  
much	  more	  difficult	  to	  be	  diagnosed	  by	  angiography	  (Fuster	  et	  al.,	  1990).	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1.4 Current	  Treatments	  	  
 
The	  Framingham	  Heart	  Study	  discovered	  the	  correlation	  between	  elevated	  blood	  
cholesterol	  and	  increased	  risk	  of	  coronary	  heart	  disease	  in	  1959	  (Dawber	  et	  al.,	  1959).	  This	  
led	  to	  a	  widespread	  attempt	  at	  finding	  a	  pharmacological	  therapy	  to	  reduce	  serum	  
cholesterol	  levels.	  Dietary	  interventions	  and	  lifestyle	  changes	  proved	  effective	  at	  first,	  
however	  was	  not	  feasible	  due	  to	  low	  compliance	  of	  patients	  and	  an	  inadequate	  decrease	  in	  
coronary	  artery	  disease	  mortality	  at	  the	  population	  level	  (Tobert,	  2003).	  Early	  attempts	  of	  
such	  cholesterol	  lowering	  pharmacological	  therapies	  proved	  mostly	  ineffective	  due	  to	  
uncompelling	  clinical	  results	  as	  well	  as	  major	  complications	  and	  harmful	  side	  effects	  (such	  
as	  cataracts,	  muscular	  degradation,	  vascular	  lesions	  in	  the	  central	  nervous	  systems	  to	  name	  
a	  few)	  associated	  with	  some	  of	  the	  earlier	  drugs	  (Tobert,	  2003;	  Nair	  et	  al.,	  2010).	  First	  
discovered	  in	  1978,	  statins	  (or	  more	  precisely	  3-­‐hydroxy-­‐3-­‐methyl-­‐glutaryl-­‐CoA	  reductase	  
inhibitors)	  are	  a	  class	  of	  cholesterol	  lowering	  drugs	  that	  work	  by	  reducing	  the	  amount	  of	  
endogenous	  cholesterol	  biosynthesis.	  They	  were	  a	  major	  breakthrough	  in	  the	  treatment	  of	  
atherosclerosis	  and	  are	  now	  the	  first	  line	  of	  pharmacological	  treatment	  for	  
hypercholesterolemia	  to	  combat	  atherosclerosis	  and	  coronary	  artery	  disease	  (Nair	  et	  al.,	  
2010).	  During	  the	  1980’s,	  large	  scale,	  randomised	  clinical	  trials	  showed	  that	  statins	  are	  
efficacious	  in	  both	  lowering	  cholesterol	  and	  reducing	  the	  risk	  of	  coronary	  artery	  diseases,	  
eventually	  leading	  to	  the	  approval	  by	  the	  FDA	  in	  1987	  for	  commercial	  use	  (Tobert,	  2003;	  
Baigent	  et	  al.,	  2005).	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However,	  even	  with	  the	  observed	  decline	  of	  cardiovascular-­‐related	  mortalities	  in	  several	  
countries,	  the	  global	  incidence	  of	  cardiovascular-­‐related	  mortality	  and	  morbidity	  is	  on	  a	  
steady	  increase.	  This	  coincides	  with	  the	  global	  increase	  in	  rates	  of	  type	  2	  diabetes.	  It	  was	  
estimated	  that	  in	  2011,	  366	  million	  people	  globally	  had	  diabetes,	  and	  experts	  predict	  that	  
by	  2030,	  this	  will	  rise	  to	  550	  million	  people	  (Scully,	  2012).	  This	  alarming	  figure	  is	  of	  great	  
concern,	  particularly	  as	  diabetes	  is	  a	  major	  risk	  factor	  for	  the	  development	  of	  
cardiovascular	  disease,	  including	  atherosclerosis	  (Skrha,	  2014).	  	  
	  
There	  is	  no	  doubt	  that	  statins	  are	  currently	  the	  best	  therapy	  to	  combat	  coronary	  artery	  
disease.	  However,	  even	  with	  the	  best	  care,	  a	  large	  residual	  cardiovascular	  risk	  persists.	  As	  
many	  as	  25%	  of	  patients	  on	  statins	  experience	  a	  cardiovascular	  related	  event	  (Sirimarco	  et	  
al.,	  2014).	  Therefore,	  an	  important	  aim	  for	  cardiovascular	  research	  is	  to	  further	  identify	  the	  
key	  modulators	  and	  mechanisms	  that	  are	  involved	  in	  the	  pathology	  of	  atherosclerosis,	  and	  
to	  allow	  the	  development	  of	  new	  strategies	  to	  treat	  the	  disease.	  These	  new	  therapies	  may	  
not	  replace	  current	  treatments,	  but	  be	  used	  to	  supplement	  the	  evident	  crisis.	  An	  emerging	  
therapeutic	  target	  for	  the	  treatment	  of	  cardiovascular	  diseases,	  including	  in	  atherosclerosis,	  
is	  the	  enzyme,	  calcium	  calmodulin-­‐dependent	  protein	  kinase	  II	  (CaMKII).	  Unpublished	  
work	  by	  Luke	  Worthington	  from	  the	  Heather	  Lab	  has	  shown	  in	  a	  mouse	  model	  of	  
atherosclerosis,	  that	  the	  inhibition	  of	  CaMKII	  using	  KN-­‐93	  (total	  CaMKII	  inhibitor)	  reduced	  
the	  size	  of	  atherosclerotic	  plaques.	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1.5 Calcium/Calmodulin-­‐dependent	  Protein	  Kinase	  II	  	  
	  
1.5.1 Structure	  and	  Function	  	  
	  
CaMKII	  is	  expressed	  as	  a	  multimeric	  protein,	  consisting	  of	  12	  subunits	  in	  a	  wagon	  wheel	  
arrangement	  (Erickson,	  2014).	  Each	  monomer	  itself	  is	  comprised	  of	  3	  domains,	  the	  
association	  domain,	  the	  regulatory	  domain	  and	  the	  catalytic	  domain	  (Figure	  1.2).	  The	  C-­‐
terminal	  association	  domain	  congregates	  with	  other	  CaMKII	  monomer	  association	  domains	  
to	  form	  a	  quaternary	  structure	  (Hoelz	  et	  al.,	  2003).	  The	  calmodulin	  binding	  domain	  is	  
located	  in	  the	  regulatory	  domain	  (Figure	  1.2).	  CaMKII	  is	  auto-­‐inhibited	  in	  basal	  conditions,	  
however	  can	  become	  activated	  when	  intracellular	  Ca2+	  rises,	  Ca2+	  binds	  with	  calmodulin	  to	  
form	  a	  Ca2+/calmodulin	  complex	  (CaM).	  This	  CaM	  then	  binds	  with	  the	  calmodulin	  binding	  
domain	  in	  the	  regulatory	  domain,	  leading	  to	  a	  conformational	  shift	  of	  the	  protein	  structure.	  
This	  then	  liberates	  the	  regulatory	  domain	  from	  the	  catalytic	  domain,	  leaving	  the	  catalytic	  
domain	  free	  to	  phosphorylate	  its	  target	  proteins	  (Figure	  1.2).	  	  
	  
Post	  translational	  modification	  such	  as	  oxidation,	  phosphorylation	  and	  O-­‐linked	  N-­‐
glycosylation	  of	  CaMKII	  can	  also	  activate	  the	  enzyme	  (Erickson,	  2014).	  Within	  the	  CaMKII	  
regulatory	  domain,	  a	  pair	  of	  redox-­‐sensitive	  amino	  acids	  (M281/M282	  in	  γ	  and	  δ	  isoforms)	  
are	  prone	  to	  oxidation,	  which	  can	  lead	  to	  unregulated	  activation	  of	  the	  enzyme	  (Rellos	  et	  al.,	  
2010).	  Extended	  exposure	  to	  Ca2+/CaM	  association	  can	  also	  lead	  to	  intersubunit	  
phosphorylation	  at	  the	  T287	  site,	  preventing	  auto-­‐inhibition,	  even	  when	  Ca2+	  levels	  fall	  and	  
CaM	  dissociates	  from	  CaMKII.	  The	  removal	  of	  the	  phosphate	  can	  only	  be	  facilitated	  by	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protein	  phosphatases	  (Strack	  et	  al.,	  1997).	  Post-­‐translational	  modification	  therefore	  plays	  a	  
role	  in	  unregulated	  CaMKII	  activation,	  and	  is	  linked	  to	  pathology.	  Some	  examples	  of	  this	  
can	  be	  seen	  in	  the	  vasculature.	  Over	  activation	  of	  CaMKII	  phosphorylates	  endothelial	  nitric	  
oxide	  synthase	  (eNOS),	  which	  leads	  to	  superoxide	  production,	  a	  potent	  ROS,	  instead	  of	  NO	  
(Chen	  et	  al.,	  2008).	  In	  the	  heart,	  CaMKII	  phosphorylates	  the	  ryanodine	  receptor,	  causing	  
calcium	  leaks	  that	  contribute	  to	  arrhythmias	  (Westenbrink	  et	  al.,	  2013).	  A	  study	  has	  also	  
shown	  that	  uncontrolled	  activation	  of	  CaMKII	  in	  the	  heart	  can	  lead	  to	  hypertrophy	  and	  
thereby	  culminate	  in	  heart	  failure	  (Cipolletta	  et	  al.,	  2015).	  	  
 
As	  its	  name	  suggest,	  CaMKII	  functions	  as	  a	  protein	  kinase.	  More	  specifically,	  a	  
serine/threonine	  protein	  kinase	  that	  possesses	  the	  ability	  to	  phosphorylate	  numerous	  
other	  entities	  within	  the	  cell,	  and	  is	  involved	  in	  many	  signalling	  pathways	  (Rosenberg	  et	  al.,	  
2005).	  An	  example	  of	  this	  occurs	  during	  physiological	  stress,	  such	  as	  exercise,	  where	  
CaMKII	  responds	  to	  elevated	  intracellular	  Ca2+.	  CaMKII	  is	  activated	  and	  phosphorylates	  
target	  proteins	  in	  the	  heart	  and	  vasculature,	  which	  ultimately	  result	  in	  stronger	  force	  of	  
contraction	  of	  the	  heart	  and	  increased	  blood	  flow	  by	  vasodilation	  (Bers	  &	  Grandi,	  2009).	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Figure	  1.2:	  Structure	  of	  CaMKII.	  	  
CaMKII	  protein	  contains	  a	  catalytic,	  regulatory	  and	  association	  domain.	  The	  calmodulin	  binding	  site	  can	  be	  
found	  in	  the	  regulatory	  domain.	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1.6 Involvement	  in	  Vascular	  Disease	  	  
	  
Currently,	  four	  known	  isoforms	  of	  CaMKII	  exist:	  alpha,	  beta,	  gamma,	  and	  delta,	  each	  
encoded	  by	  a	  different	  gene.	  Alpha	  and	  beta	  isoforms	  are	  predominantly	  expressed	  in	  
neuronal	  cells,	  whilst	  gamma	  and	  delta	  are	  expressed	  more	  ubiquitously	  throughout	  the	  
body,	  including	  the	  heart	  and	  vasculature	  (House	  &	  Singer,	  2008;	  Zhu	  et	  al.,	  2014).	  To	  make	  
matters	  even	  more	  complex,	  each	  isoform	  has	  a	  number	  of	  variants.	  Whilst	  not	  a	  lot	  is	  
known	  of	  the	  individual	  variants,	  they	  do	  ever	  so	  slightly	  differ	  in	  structure,	  therefore	  may	  
have	  a	  different	  function.	  	  
	  
There	  is	  growing	  evidence	  that	  isoform-­‐specific	  expression	  changes	  are	  associated	  with	  
pathologies	  such	  as	  atherosclerosis.	  House	  and	  Singer	  (2008)	  demonstrated	  that	  rats	  that	  
had	  their	  endothelium	  damaged	  through	  balloon	  angioplasty	  had	  a	  significant	  increase	  in	  
the	  CaMKII	  delta	  isoform	  expression	  in	  the	  vasculature,	  whilst	  the	  gamma	  isoform	  
expression	  decreased.	  They	  also	  showed	  that	  neointima	  formation	  (a	  new	  or	  thickened	  
layer	  of	  arterial	  intima	  formed	  especially	  on	  a	  prosthesis	  or	  in	  atherosclerosis	  by	  migration	  
and	  proliferation	  of	  cells	  from	  the	  media)	  could	  be	  reduced	  by	  increasing	  the	  CaMKII	  
gamma	  isoform	  (transported	  by	  a	  viral	  vector)	  in	  the	  vasculature.	  House	  and	  Singer	  also	  
concluded	  that	  the	  CaMKII	  delta	  isoform	  is	  involved	  in	  the	  mechanism	  of	  increased	  VSMC	  
migration	  and	  proliferation,	  and	  its	  presence	  has	  a	  negative	  influence	  by	  promoting	  
neointima	  formation,	  whilst	  the	  CaMKII	  gamma	  isoform	  had	  an	  opposing	  function	  of	  
reduced	  VSMC	  migration	  and	  less	  extensive	  neointima	  formation.	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Another	  study	  by	  Zhu	  et	  al	  (2014)	  showed	  that	  CaMKII	  delta	  activation	  is	  necessary	  for	  
VSMC	  proliferation	  and	  migration,	  leading	  to	  neointimal	  formation.	  The	  study	  showed	  that	  
activation	  of	  CaMKII	  delta	  due	  to	  increased	  ROS,	  leads	  to	  a	  larger	  neointima.	  When	  short	  
interfering	  RNA	  (siRNA)	  was	  introduced	  to	  inhibit	  the	  CaMKII	  delta	  isoform,	  the	  study	  
showed	  decreased	  cell	  proliferation	  in	  both	  the	  media	  and	  intimal	  layers	  and	  markedly	  
reduced	  neointimal	  formation.	  	  
 
In	  summary,	  early	  evidence	  suggests	  that	  CaMKII	  has	  a	  role	  in	  vascular	  pathologies	  such	  as	  
neointimal	  formation,	  restenosis	  and	  atherosclerosis.	  Inhibiting	  CaMKII	  has	  potential	  for	  
therapeutic	  application	  by	  reducing	  VSMC	  proliferation	  and	  migration,	  attenuating	  the	  
extent	  of	  atherosclerosis,	  and	  ultimately	  reducing	  coronary	  artery	  disease.	  Considering	  the	  
large	  residual	  risk	  of	  cardiovascular	  disease	  under	  current	  treatments,	  additional	  
interventions	  are	  very	  necessary.	  Many	  challenges	  and	  obstacles	  must	  be	  overcome	  in	  
order	  to	  find	  an	  efficacious	  treatment	  option,	  but	  with	  such	  a	  large	  population	  affected	  by	  
atherosclerosis,	  small	  improvements	  in	  negating	  the	  disease	  could	  have	  a	  considerable	  
impact	  in	  cardiovascular	  health	  globally.	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1.7 Apolipoprotein	  E-­‐/-­‐	  Murine	  Model	  for	  Atherosclerosis	  
	  
Through	  the	  advancement	  of	  technology	  and	  the	  understanding	  of	  molecular	  genetics,	  
development	  of	  transgenic	  mice	  ensued	  and	  gave	  rise	  to	  a	  whole	  new	  avenue	  for	  medical	  
research.	  In	  the	  ApoE-­‐/-­‐	  mouse,	  the	  apolipoprotein	  E	  (ApoE)	  gene	  has	  been	  removed	  from	  
its	  genome.	  This	  means	  this	  mouse	  does	  not	  express	  the	  ApoE	  protein.	  ApoE	  is	  essential	  for	  
the	  homeostasis	  of	  cholesterol,	  and	  is	  involved	  in	  the	  removal	  of	  excess	  cholesterol.	  
Without	  this	  gene,	  the	  knockout	  mouse	  exhibits	  elevated	  serum	  cholesterol	  levels,	  which	  is	  
one	  of	  the	  greatest	  risk	  factors	  for	  atherosclerosis	  development.	  	  	  
	  
Even	  when	  fed	  on	  a	  regular	  chow	  diet,	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  will	  develop	  atherosclerosis.	  Early	  foam	  
cell	  lesions	  can	  be	  observed	  as	  young	  as	  10-­‐12	  weeks.	  At	  20	  weeks	  of	  age,	  extensive	  
vascular	  smooth	  muscle	  proliferation	  and	  migration	  occurs.	  From	  20-­‐30	  weeks,	  the	  
advanced	  lesion	  develops	  a	  fibrous	  cap	  and	  forms	  a	  necrotic	  core	  (Nakashima	  et	  al.,	  1994).	  
However,	  plaque	  rupture	  is	  uncommon	  in	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  (Rekhter,	  2002),	  making	  it	  difficult	  
to	  study	  the	  end	  stage	  of	  atherosclerosis.	  In	  clinical	  settings,	  most	  patients	  would	  be	  
diagnosed	  with	  advanced	  atherosclerosis	  after	  a	  plaque	  rupture	  has	  already	  occurred.	  Even	  
with	  this	  limitation,	  the	  ApoE-­‐/-­‐	  mouse	  model	  is	  a	  neat	  model	  to	  study	  atherosclerosis,	  
particularly	  the	  early	  stages.	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1.8 Rationale,	  Hypotheses	  and	  Aims	  
	  
With	  recent	  evidence	  of	  CaMKII	  involvement	  in	  vascular	  disease,	  the	  exact	  mechanism	  of	  
CaMKII	  in	  vascular	  pathology	  still	  remains	  unclear.	  Luke	  Worthington	  from	  the	  Heather	  
Lab	  distinctively	  showed	  in	  his	  master’s	  thesis	  that	  the	  inhibition	  of	  CaMKII	  with	  KN-­‐93	  (a	  
total	  CaMKII	  inhibitor)	  in	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  led	  to	  a	  reduced	  lesion	  size,	  
compared	  to	  the	  ApoE-­‐/-­‐	  without	  CaMKII	  inhibition.	  	  
	  
This	  project	  will	  aim	  to	  establish	  the	  expression	  pattern	  of	  protein	  and	  mRNA	  of	  both	  
CaMKII	  delta	  and	  CaMKII	  gamma	  at	  different	  stages	  of	  atherosclerosis	  in	  ApoE-­‐/-­‐	  mice.	  The	  
expression	  of	  protein	  and	  mRNA	  of	  both	  CaMKII	  delta	  and	  CaMKII	  gamma	  will	  be	  explored	  
in	  human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  (HUVEC),	  human	  coronary	  artery	  endothelial	  
cells	  (HCAEC)	  and	  human	  coronary	  artery	  smooth	  muscle	  cells	  (HCASMC).	  The	  utilisation	  
of	  these	  human	  cells	  will	  allow	  for	  the	  distinction	  of	  different	  isoforms	  among	  the	  differing	  
vascular	  cells.	  Furthermore,	  the	  splice	  variants	  of	  the	  delta	  isoform	  will	  be	  explored	  using	  
transcript	  variable	  TV1	  and	  TV2	  primers.	  
	  
It	  was	  hypothesised	  that	  
• As	  atherosclerosis	  develops	  in	  ApoE-­‐/-­‐	  mouse	  aorta,	  CaMKII	  delta	  isoform	  increases,	  
whilst	  CaMKII	  gamma	  will	  decrease	  in	  both	  protein	  and	  mRNA.	  
• Differences	  in	  CaMKII	  isoform	  expression	  among	  the	  different	  human	  cell	  types	  of	  
HUVEC,	  HCAEC	  and	  HCASMC.	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2 Methods	  
2.1 Ethical	  Approval	  
Before	  beginning	  any	  of	  the	  experimental	  work,	  the	  proposed	  project	  was	  approved	  by	  the	  
Animal	  Ethics	  Committee.	  Animal	  welfare	  training	  was	  also	  conducted	  prior	  to	  any	  
experimental	  work	  involving	  animals.	  
	  
2.2 Animal	  Experiments	  
The	  Apolipoprotein	  E	  knockout	  (ApoE-­‐/-­‐)	  murine	  model	  is	  considered	  the	  gold	  standard	  
when	  it	  comes	  to	  genetically	  engineered	  mice	  to	  study	  atherosclerosis	  (Nakashima	  et	  al.,	  
1994).	  The	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  used	  in	  this	  study	  were	  originally	  obtained	  from	  the	  Animal	  
Resource	  Centre	  in	  Perth,	  Australia	  and	  a	  colony	  was	  established	  at	  the	  University	  of	  Otago.	  
The	  control	  mice	  used	  were	  the	  parental	  strain	  of	  the	  ApoE-­‐/-­‐	  mice,	  the	  C57BL/6	  mice	  that	  
possessed	  both	  ApoE	  alleles	  (ApoE+/+).	  All	  mice	  were	  male,	  in	  order	  to	  eliminate	  factors	  
due	  to	  sexual	  dimorphism,	  and	  housed	  in	  the	  Hercus	  Taieri	  Resource	  Unit	  under	  a	  12-­‐hour	  
lighting	  schedule.	  The	  mice	  also	  had	  access	  to	  food	  and	  water	  ad	  libitum,	  with	  the	  chow	  diet	  
consisting	  of	  57%	  carbohydrates,	  30%	  protein,	  and	  13%	  fat.	  On	  a	  chow	  diet,	  intimal	  
thickening	  can	  be	  observed	  in	  as	  young	  as	  10-­‐12	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  mice.	  Advanced	  lesions	  
with	  fibrous	  caps	  develop	  as	  early	  as	  15	  weeks.	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  develop	  lesions	  similar	  and	  
comparable	  to	  human	  lesions	  (Nakashima	  et	  al.,	  1994).	  The	  control	  C57BL/6	  mice	  do	  not	  
develop	  atherosclerosis.	  In	  this	  study,	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  were	  used	  to	  allow	  
for	  a	  snapshot	  of	  progression	  of	  atherosclerosis.	  Both	  RNA	  and	  protein	  was	  extracted	  from	  
the	  whole	  aorta	  of	  each	  mouse.	  	  
	   21	  
2.2.1 Mouse	  Genotyping	  
2.2.1.1 DNA	  Extraction	  
In	  order	  to	  verify	  the	  genotype	  of	  each	  individual	  mouse	  bred,	  tail	  tips	  were	  obtained	  to	  
allow	  for	  DNA	  extraction.	  The	  tail	  tips	  were	  suspended	  in	  a	  lysis	  buffer,	  vortexed,	  
centrifuged,	  and	  incubated	  in	  a	  heat	  block	  at	  55˚C	  for	  2	  hours,	  followed	  by	  98˚C	  for	  15	  
minutes.	  The	  tail	  tips	  were	  then	  stored	  at	  4˚C.	  	  
2.2.1.2 Polymerase	  Chain	  Reaction	  (PCR)	  
2	  µL	  of	  DNA	  extract	  was	  added	  to	  a	  PCR	  tube	  containing	  12.5	  µL	  of	  KAPA	  HiFi	  HotStart	  
ReadyMix	  2X	  (KAPA	  Biosystems,	  USA),	  0.75	  µL	  of	  Apo	  E	  Primer	  1	  (10	  µM),	  0.75	  µL	  of	  Apo	  E	  
Primer	  2	  (10	  µM),	  0.75	  µL	  of	  Apo	  E	  Primer	  3	  (10	  µM)	  (Table	  2.1),	  and	  8.25	  µL	  of	  sterile	  H2O,	  
making	  a	  total	  volume	  of	  25	  µL.	  The	  reaction	  condition	  is	  listed	  in	  Table	  2.2.	  
Primer	   Sequence	   Number	  of	  base	  pairs	  
ApoE	  Primer	  1	   5’-­‐	  GCC	  TAG	  CCG	  AGG	  GAG	  AGC	  CG	  -­‐3’	   20	  
ApoE	  Primer	  2	   5’-­‐	  TGT	  GAC	  TTG	  GGA	  GCT	  CTG	  CAG	  C	  -­‐3’	   22	  
ApoE	  Primer	  3	   5’-­‐	  GCC	  GCC	  CCG	  ACT	  GCA	  TCT	  -­‐3’	   18	  
Table	  2.1:	  Allele-­‐specific	  oligonucleotide	  primer	  sequences	  used	  for	  genotyping	  of	  mice.	  
	  
	   Temperature	   Length	   Number	  of	  Cycles	  
Denaturing	   98˚C	   10	  seconds	  
35	  Annealing	   68˚C	   15	  seconds	  
Extension	   72˚C	   20	  seconds	  
Table	  2.2:	  PCR	  conditions	  of	  mouse	  tail	  tip	  DNA.	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After	  PCR,	  2.5	  µL	  of	  10X	  BlueJuice™	  gel	  loading	  buffer	  (Invitrogen,	  USA)	  was	  added	  to	  each	  
PCR	  tube	  and	  vortexed.	  A	  DNA	  marker	  was	  made	  by	  adding	  1	  µL	  of	  1	  Kb	  Plus	  DNA	  Ladder	  
(Invitrogen,	  USA)	  with	  2.5	  µL	  of	  10X	  BlueJuice™	  gel	  loading	  buffer	  (Invitrogen,	  USA)	  and	  
16.5	  µL	  of	  sterile	  water	  and	  vortexed	  together.	  
	  
2.2.1.3 Gel	  Electrophoresis	  
To	  make	  a	  2%	  agarose	  gel,	  1.2	  g	  of	  agarose	  basic	  (AppliChem,	  Germany)	  was	  added	  to	  60	  
mL	  1X	  TAE	  solution	  (all	  recipe	  in	  Appendix)	  in	  a	  glass	  beaker.	  It	  was	  then	  warmed	  in	  the	  
microwave	  for	  30	  seconds,	  or	  until	  the	  agarose	  had	  dissolved	  into	  the	  TAE	  solution.	  6	  µL	  
SYBR®	  Safe	  DNA	  gel	  stain	  (10’000X)	  (Invitrogen,	  USA)	  was	  added	  to	  the	  liquid	  agarose	  TAE	  
mixture,	  and	  swirled	  for	  a	  uniform	  blend.	  The	  mixture	  was	  then	  poured	  into	  a	  gel	  mould	  
with	  a	  comb,	  and	  set	  at	  room	  temperature.	  Once	  set,	  the	  comb	  was	  removed	  and	  the	  gel	  
was	  put	  in	  a	  running	  tank	  containing	  1X	  TAE	  solution.	  The	  ladder	  and	  PCR	  products	  were	  
then	  loaded	  onto	  the	  gel,	  and	  ran	  at	  100	  V,	  500	  µA	  for	  60	  minutes.	  The	  gel	  was	  then	  
analysed	  in	  a	  SynGene	  CHEMI	  GENIUS	  bio	  imaging	  system.	  Within	  the	  GeneSnap	  SynGene	  
software,	  the	  gel	  was	  exposed	  for	  1	  second.	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2.2.2 Mouse	  Dissection	  
The	  mice	  were	  euthanised	  in	  accordance	  of	  ethical	  protocol,	  by	  carbon	  dioxide	  (CO2)	  
asphyxiation.	  The	  enclosed	  chamber	  with	  the	  mouse	  inside	  was	  filled	  at	  a	  flow	  rate	  of	  8.5	  
litres/minute.	  After	  the	  last	  visible	  signs	  of	  breathing,	  CO2	  was	  continued	  for	  an	  additional	  
2	  minutes	  and	  death	  was	  confirmed	  by	  the	  absence	  of	  the	  pedal	  withdrawal	  reflex.	  	  
	  
The	  mouse	  was	  then	  mounted	  to	  a	  cork	  dissection	  board,	  pinning	  its	  extremities	  to	  each	  
corner,	  exposing	  the	  ventral	  side	  of	  the	  mouse	  and	  cleaned	  using	  70%	  ethanol.	  An	  incision	  
was	  carefully	  placed	  from	  the	  xyphoid	  process	  up	  to	  the	  neck,	  and	  the	  skin	  peeled	  back	  and	  
pinned	  to	  expose	  the	  thoracic	  cavity.	  Both	  sides	  of	  the	  ribcage	  as	  well	  as	  the	  diaphragm	  was	  
cut	  and	  removed	  to	  expose	  the	  beating	  heart.	  A	  small	  incision	  was	  then	  made	  in	  the	  right	  
atrium,	  to	  drain	  the	  venous	  return.	  A	  25	  gauge	  (G)	  needle	  attached	  to	  a	  syringe	  containing	  
30	  mL	  of	  phosphate	  buffer	  solution	  (PBS)	  and	  40	  U/mL	  heparin	  (Hospira,	  USA)	  was	  
inserted	  into	  the	  apex	  of	  the	  heart	  and	  perfused	  into	  the	  left	  ventricle.	  Another	  30	  mL	  of	  
PBS	  was	  perfused	  through	  the	  heart,	  this	  time	  containing	  no	  heparin.	  The	  entire	  
gastrointestinal	  tract	  and	  respiratory	  organs	  were	  then	  removed,	  and	  discarded.	  The	  
abdominal	  aorta	  was	  delicately	  blunt	  dissected	  using	  forceps	  and	  scissors	  located	  near	  the	  
spinal	  cord.	  The	  whole	  aorta	  was	  removed	  from	  the	  level	  of	  the	  aortic	  root	  where	  the	  vessel	  
attached	  to	  the	  heart,	  down	  to	  the	  renal	  artery	  (Figure	  2.1).	  The	  brachiocephalic,	  left	  
common	  carotid	  and	  left	  subclavian	  artery	  was	  included	  as	  much	  as	  possible.	  Excess	  fat	  
surrounding	  the	  aorta	  was	  removed	  and	  discarded.	  A	  small	  sample	  of	  the	  left	  ventricle	  of	  
the	  heart	  was	  also	  taken	  for	  use	  as	  a	  positive	  control	  for	  CaMKII	  delta.	  The	  samples	  were	  
stored	  in	  a	  -­‐80˚C	  freezer.
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Figure	  2.1:	  Whole	  ApoE-­‐/-­‐	  mouse	  aorta	  including	  the	  heart	  and	  right	  kidney.	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2.2.3 Protein	  Extraction	  from	  Mouse	  Aorta	  
After	  the	  dissection,	  the	  tissue	  was	  transferred	  into	  an	  Eppendorf	  Safe-­‐Lock	  2	  mL	  tube.	  The	  
extracted	  aorta	  was	  cut	  into	  smaller	  pieces	  using	  microdissection	  scissors.	  Three	  quarters	  
of	  the	  finely	  cut	  pieces	  were	  used	  for	  protein	  extraction.	  400	  µL	  of	  cold	  and	  fresh	  RIPA	  
buffer	  containing	  inhibitors	  and	  0.2	  mm	  RNase-­‐free	  Stainless	  Steel	  Beads	  (Next	  Advance,	  
USA)	  were	  added	  to	  the	  Safe-­‐Lock	  tube.	  The	  tubes	  were	  then	  placed	  in	  a	  Storm	  24	  Bullet	  
Blender	  (Next	  Advance,	  USA),	  and	  blended	  at	  speed	  10	  setting	  for	  4	  minutes,	  and	  then	  at	  
speed	  8	  setting	  for	  a	  further	  2	  minutes	  to	  ensure	  mechanical	  breakdown	  of	  the	  tissue.	  The	  
tissue	  was	  then	  incubated	  on	  ice	  for	  45	  minutes,	  and	  put	  in	  a	  temperature	  regulated	  
centrifuge	  (Scilogex,	  USA)	  for	  15	  minutes	  at	  14’000	  g	  at	  4˚	  C.	  The	  supernatant	  was	  
aliquoted	  into	  three	  separate	  tubes.	  The	  aliquoted	  samples	  were	  then	  measured	  for	  protein	  
concentration	  on	  a	  microplate	  reader	  (Biotek	  Synergy	  2).	  2	  µL	  of	  the	  sample	  was	  loaded	  
onto	  the	  plate	  reader	  each	  time	  for	  each	  reading,	  and	  an	  average	  of	  four	  readings	  was	  taken	  
if	  the	  concentration	  was	  within	  an	  acceptable	  range	  (±	  15%	  of	  each	  other).	  	  
	  
2.2.4 Protein	  Extraction	  from	  Human	  Cells	  
Human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  (HUVEC),	  human	  coronary	  artery	  endothelial	  cells	  
(HCAEC)	  and	  human	  coronary	  artery	  smooth	  muscle	  cells	  (HCASMC)	  were	  used	  to	  screen	  
for	  CaMKII	  isoform	  expression	  within	  the	  specific	  layers	  of	  the	  vasculature.	  The	  cells	  were	  
grown	  in	  a	  75	  cm2	  cell	  culture	  flask	  and	  attended	  to	  by	  Gill	  Hughes	  (ARF,	  Heather	  
Laboratory).	  The	  media	  was	  removed	  from	  the	  cell	  culture	  flask	  and	  washed	  once	  with	  1	  
mL	  1X	  PBS.	  1	  mL	  of	  fresh	  and	  ice	  cold	  RIPA	  buffer	  with	  inhibitors	  was	  added	  to	  the	  flask	  
and	  scraped.	  The	  scraped	  cells	  and	  liquid	  was	  pipetted	  into	  a	  1.5	  mL	  Eppendorf	  tube	  and	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incubated	  on	  ice	  for	  45	  minutes.	  The	  sample	  was	  then	  vortexed	  and	  centrifuged	  at	  14’000	  g	  
for	  20	  minutes	  at	  4˚C.	  The	  resulting	  supernatant	  was	  aliquoted	  into	  three	  separate	  tubes.	  
The	  aliquoted	  samples	  were	  then	  measured	  for	  protein	  concentration	  as	  in	  section	  2.2.3.	  
	  
2.2.5 Western	  Blot	  of	  Protein	  Extract	  from	  Mouse	  Aorta	  and	  Human	  Cells	  
2.2.5.1 Gel	  Electrophoresis	  
Using	  the	  average	  protein	  concentration	  value	  calculated,	  protein	  was	  added	  (50	  µg	  for	  
mouse	  protein,	  100	  µg	  for	  human	  protein)	  to	  a	  new	  tube.	  3.75	  µL	  Bolt™	  LDS	  Sample	  Buffer	  
(4X)	  (Novex,	  USA),	  1.5	  µL	  Bolt™	  Sample	  Reducing	  Agent	  (10X)	  (Novex,	  USA)	  were	  added	  to	  
each	  tube	  containing	  protein.	  Sterile	  H2O	  was	  added	  to	  bring	  the	  total	  liquid	  volume	  in	  each	  
tube	  to	  20	  µL.	  The	  samples	  were	  then	  vortexed	  and	  centrifuged,	  and	  placed	  in	  a	  heating	  
block	  set	  at	  70˚C	  for	  10	  minutes.	  During	  incubation,	  the	  Novex	  Bolt	  Mini	  Gel	  Tank	  was	  filled	  
with	  1X	  MES	  running	  buffer,	  and	  a	  Bolt™	  10%	  Bis-­‐Tris	  Plus	  (Invitrogen,	  USA)	  12	  well	  gel	  
placed	  securely	  into	  the	  gel	  tank.	  After	  incubating	  the	  samples,	  all	  20	  µL	  of	  the	  sample	  was	  
loaded	  onto	  the	  gel	  along	  with	  SeeBlue®	  Plus	  2	  Standard	  protein	  ladder	  (Invitrogen,	  USA).	  
The	  gel	  was	  then	  run	  for	  120	  minutes	  at	  150	  V,	  500	  µA.	  	  
	  
2.2.5.2 Wet	  Transfer	  
Transfer	  buffer	  was	  made	  and	  cooled	  in	  a	  4˚C	  fridge.	  After	  gel	  electrophoresis,	  the	  gels	  
were	  carefully	  removed	  and	  equilibrated	  in	  cool	  transfer	  buffer	  for	  15	  minutes.	  60	  mm	  by	  
60	  mm	  PVDF	  membrane	  (BIO	  RAD,	  USA)	  was	  activated	  by	  1	  minute	  in	  100%	  methanol,	  and	  
then	  placed	  in	  transfer	  buffer	  for	  15	  minutes.	  Extra	  thick	  filter	  paper	  (Thermo	  Scientific,	  
USA)	  and	  sponges	  were	  also	  placed	  in	  transfer	  buffer	  for	  15	  minutes.	  The	  blotting	  sandwich	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was	  carefully	  assembled	  (Figure	  2.2),	  making	  sure	  no	  air	  bubbles	  remained	  by	  rolling	  each	  
layer.	  The	  constructed	  blotting	  sandwich	  was	  then	  placed	  in	  a	  Mini-­‐PROTEAN®	  Tetra	  
System	  (BIO	  RAD,	  USA)	  filled	  with	  cool	  transfer	  buffer	  and	  a	  magnetic	  stirring	  rod	  placed	  at	  
the	  bottom.	  The	  next	  step	  took	  place	  in	  a	  cold	  room	  of	  approximately	  4˚C,	  where	  the	  
transfer	  tank	  was	  placed	  on	  a	  magnetic	  stirrer	  and	  set	  to	  200	  RPM.	  The	  tank	  was	  also	  
connected	  to	  a	  power	  supply,	  and	  run	  at	  100	  V,	  500	  µA	  for	  100	  minutes.	  	  
	  
Figure	  2.2:	  Representative	  image	  of	  a	  western	  blot	  sandwich.	  	  
Original	  figure	  made	  on	  Microsoft	  PowerPoint.	  
	   	  
	   28	  
2.2.5.3 Blocking	  and	  Antibody	  Wash	  
The	  PVDF	  membrane	  was	  immersed	  in	  a	  5%	  milk	  powder	  solution	  for	  150	  minutes	  
incubated	  at	  room	  temperature	  and	  placed	  in	  an	  orbital	  shaker-­‐incubator	  (Biosan,	  Latvia)	  
at	  80	  RPM.	  It	  was	  then	  washed,	  five	  times	  for	  5	  minutes	  with	  1X	  TBST,	  gently	  rocking	  at	  60	  
RPM	  at	  room	  temperature.	  The	  membrane	  was	  then	  cut	  halfway	  between	  the	  38	  kDa	  and	  
49	  kDa	  marker	  to	  separate	  the	  GAPDH	  and	  CaMKII.	  The	  primary	  antibody	  (optimal	  
dilutions	  in	  Table	  2.3)	  was	  made	  by	  adding	  the	  appropriate	  amount	  to	  10	  mL	  of	  1X	  TBST.	  
The	  following	  primary	  antibody	  was	  used	  in	  this	  experiment:	  CaMKII	  delta	  Polyclonal	  
Antibody	  from	  Thermo	  Fisher	  Scientific,	  catalog	  #	  PA5-­‐22168,	  RRID	  AB_11153337	  and	  
CaMKII	  gamma	  Polyclonal	  Antibody	  from	  Thermo	  Fisher	  Scientific,	  catalog	  #	  PA5-­‐14035,	  
RRID	  AB_2068218.	  The	  primary	  antibody	  was	  then	  exposed	  to	  the	  relevant	  PVDF	  
membrane	  overnight	  (15-­‐16	  hours)	  at	  4˚C,	  on	  a	  very	  gentle	  shaker	  setting	  (20-­‐30	  RPM).	  
The	  membrane	  was	  then	  washed	  five	  times	  for	  5	  minutes	  with	  1X	  TBST,	  gently	  rocking	  at	  
60	  RPM	  at	  room	  temperature.	  The	  secondary	  antibody	  (Table	  2.3)	  was	  applied	  to	  the	  
membrane	  for	  60	  minutes	  at	  room	  temperature	  and	  shaken	  at	  60	  RPM.	  The	  membrane	  was	  









Dilution	   Company	  
CaMKII-­‐	  
Delta	   1:7000	  
ThermoFisher	  




Gamma	   1:1000	  
ThermoFisher	  
(PA5-­‐14035)	   Anti-­‐Rabbit	   1:10	  000	  
Abcam	  
(AB97051)	  
GAPDH	   1:10	  000	   GeneTex	  (GTX627408)	   Anti-­‐Mouse	   1:10	  000	  
Abcam	  
(AB97023)	  
Table	  2.3	  List	  of	  primary	  and	  their	  corresponding	  secondary	  antibodies	  at	  the	  optimal	  
dilutions.	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2.2.5.4 Detection	  and	  Imaging	  
Enhanced	  chemiluminescence	  (ECL)	  solution	  was	  made	  by	  adding	  500	  µL	  of	  SuperSignal®	  
West	  Pico	  Luminol/Enhancer	  Solution	  with	  500	  µL	  of	  SuperSignal®	  West	  Pico	  Stable	  
Peroxide	  Solution	  (ThermoFisher,	  USA)	  into	  a	  15	  mL	  centrifuge	  tube	  and	  shaken	  to	  mix.	  
The	  ECL	  solution	  was	  then	  applied	  to	  the	  membrane,	  covering	  the	  membrane	  completely	  
for	  5	  minutes.	  The	  membrane	  was	  then	  put	  between	  two	  overhead	  plastic	  sheets,	  making	  
sure	  to	  remove	  any	  air	  bubbles	  and	  placed	  in	  the	  exposing	  tray	  of	  the	  SynGene	  PXi	  imaging	  
system	  (SynGene,	  England).	  Using	  the	  GeneSys	  software,	  the	  blot	  option	  was	  selected,	  
followed	  by	  Chemi	  Blot	  (Single	  Image),	  West	  Pico,	  and	  then	  exposed	  automatically	  (varied	  
from	  60-­‐90	  seconds).	  	  
	  
2.2.5.5 Densitometry	  
The	  band	  from	  the	  protein	  of	  interest	  was	  measured	  using	  densitometry	  in	  GeneTools	  from	  
SynGene	  computer	  software.	  The	  raw	  values	  were	  exported	  onto	  a	  Microsoft	  Excel	  spread	  
sheet.	  The	  raw	  values	  were	  then	  normalised	  using	  the	  raw	  values	  of	  GAPDH,	  and	  entered	  
into	  GraphPad	  Prism	  version	  7.	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2.2.6 RNA	  Extraction	  from	  Mouse	  Aorta	  
The	  remaining	  quarter	  of	  the	  chopped	  up	  aorta	  was	  transferred	  into	  an	  Eppendorf	  Safe-­‐
Lock	  2	  mL	  tube.	  In	  the	  fume	  hood,	  400	  µL	  of	  TRIzol®	  reagent	  (Ambion,	  USA)	  and	  0.2	  mm	  
RNase-­‐free	  stainless	  steel	  beads	  were	  added	  to	  the	  tube.	  The	  tissue	  was	  then	  homogenised	  
in	  a	  bullet	  blender	  in	  a	  fume	  hood,	  set	  at	  the	  speed	  of	  12	  for	  3	  minutes.	  The	  tissue	  was	  
further	  homogenised	  at	  speed	  10	  for	  1	  minute.	  It	  was	  then	  put	  in	  a	  temperature	  regulated	  
centrifuge	  (Scilogex,	  USA)	  for	  10	  minutes	  at	  12’000	  G	  at	  4˚	  C.	  The	  supernatant	  was	  removed	  
in	  a	  fume	  hood,	  and	  transferred	  to	  a	  new	  tube.	  80	  µL	  of	  chloroform	  (Merck,	  Germany)	  was	  
added	  to	  the	  supernatant,	  and	  shaken	  vigorously	  for	  15	  seconds,	  and	  then	  incubated	  at	  
room	  temperature	  for	  3	  minutes.	  After	  the	  time	  has	  elapsed,	  the	  sample	  was	  then	  
centrifuged	  at	  12’000	  g	  for	  15	  minutes	  at	  4˚C.	  The	  mixture	  separated	  into	  three	  phases,	  the	  
RNA	  was	  found	  in	  the	  uppermost	  clear	  phase,	  which	  was	  transferred	  into	  a	  new	  tube.	  The	  
RNA	  was	  precipitated	  by	  adding	  250	  µL	  of	  isopropanol	  (Merck,	  Germany)	  and	  vortexed,	  
followed	  by	  incubation	  at	  room	  temperature	  for	  10	  minutes.	  The	  sample	  was	  then	  
centrifuged	  again	  at	  12’000	  g	  for	  10	  minutes	  at	  4˚C,	  and	  the	  RNA	  had	  formed	  a	  pellet	  at	  the	  
bottom	  of	  the	  tube	  and	  the	  supernatant	  was	  removed.	  The	  pellet	  was	  then	  washed	  with	  
400	  µL	  75%	  ethanol	  and	  vortexed.	  Further	  centrifugation	  at	  7’500	  g	  for	  5	  minutes	  at	  4˚C	  
was	  done,	  and	  the	  resulting	  supernatant	  was	  removed	  and	  discarded.	  The	  pellet	  was	  air	  
dried	  in	  the	  fume	  hood	  for	  5	  minutes	  and	  then	  resuspended	  the	  pellet	  in	  30	  µL	  of	  RNAase	  
free	  water.	  The	  sample	  was	  then	  placed	  in	  a	  heat	  block	  set	  at	  55˚C	  for	  10	  minutes.	  The	  RNA	  
concentration	  was	  then	  measured	  by	  loading	  2	  µL	  on	  a	  spectrophotometer	  (Maestrogen,	  
Maestronano,	  GMI,	  USA),	  the	  average	  of	  two	  readings	  was	  used	  to	  calculate	  the	  amount	  to	  
load.	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2.2.7 RNA	  Extraction	  from	  Human	  Cell	  Lines	  
The	  media	  was	  removed	  from	  the	  cell	  culture	  flask	  and	  washed	  once	  with	  1	  mL	  1X	  PBS.	  
Working	  under	  the	  fume	  hood,	  1	  mL	  of	  TRIzol®	  reagent	  (Ambion,	  USA)	  was	  added	  to	  the	  
flask	  and	  incubated	  for	  2	  minutes.	  The	  flask	  was	  then	  scraped	  and	  the	  content	  was	  pipetted	  
into	  a	  1.5	  mL	  Eppendorf	  tube	  and	  incubated	  for	  5	  minutes	  at	  room	  temperature.	  160	  µL	  of	  
chloroform	  (Merck,	  Germany)	  was	  added	  and	  shaken	  by	  hand	  for	  15	  seconds,	  followed	  by	  
incubating	  at	  room	  temperature	  for	  3	  minutes.	  The	  sample	  was	  then	  centrifuged	  at	  12’000	  
g	  for	  15	  minutes	  at	  4˚C.	  The	  mixture	  separated	  into	  a	  lower	  red	  phase,	  phenol-­‐chloroform	  
interphase	  and	  a	  clear	  upper	  aqueous	  phase.	  The	  upper	  phase,	  which	  contains	  the	  RNA,	  
was	  transferred	  into	  a	  new	  tube.	  The	  RNA	  was	  precipitated	  by	  adding	  400	  µL	  of	  
isopropanol	  (Merck,	  Germany)	  and	  vortexed,	  followed	  by	  incubation	  at	  room	  temperature	  
for	  10	  minutes.	  The	  sample	  was	  then	  centrifuged	  again	  at	  12’000	  g	  for	  10	  minutes	  at	  4˚C,	  
and	  the	  RNA	  had	  formed	  a	  pellet	  at	  the	  bottom	  of	  the	  tube	  and	  the	  supernatant	  was	  
removed.	  The	  pellet	  was	  then	  washed	  with	  800	  µL	  75%	  ethanol	  and	  vortexed.	  Further	  
centrifugation	  at	  7’500	  g	  for	  5	  minutes	  at	  4˚C	  was	  done,	  and	  the	  resulting	  supernatant	  was	  
removed	  and	  discarded.	  The	  pellet	  was	  air	  dried	  in	  the	  fume	  hood	  for	  5	  minutes	  and	  then	  
resuspended	  the	  pellet	  in	  30	  µL	  of	  RNAase	  free	  water.	  The	  sample	  was	  then	  placed	  in	  a	  heat	  
block	  set	  at	  55˚C	  for	  10	  minutes.	  The	  RNA	  concentration	  was	  then	  measured	  as	  per	  section	  
2.2.6.	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2.2.8 Reverse	  Transcription	  
Using	  the	  average	  RNA	  concentration	  value	  calculated,	  1000	  ng	  of	  RNA	  was	  added	  to	  a	  new	  
PCR	  tube.	  4	  µL	  of	  5X	  VILO™	  reaction	  mix	  (Invitrogen,	  USA),	  2	  µL	  of	  10X	  SuperScript®	  
enzyme	  mix	  (Invitrogen,	  USA)	  was	  also	  added	  to	  the	  PCR	  tube	  containing	  the	  RNA.	  Sterile	  
H2O	  was	  also	  added	  to	  make	  the	  total	  volume	  in	  the	  PCR	  tube	  20	  µL.	  The	  PCR	  tube	  was	  then	  
placed	  in	  a	  ProFlex	  PCR	  System	  thermal	  cycler	  (Applied	  Biosystems,	  USA),	  and	  set	  the	  
conditions	  at	  25˚C	  for	  10	  minutes,	  42˚C	  for	  60	  minutes,	  85˚C	  for	  5	  minutes	  followed	  by	  an	  
infinite	  time	  at	  4˚C	  during	  which	  the	  samples	  could	  be	  removed	  from	  the	  PCR	  system.	  The	  
samples	  were	  also	  stored	  at	  4˚C.	  The	  samples	  contained	  1000	  ng	  of	  cDNA	  in	  20	  µL,	  
therefore	  the	  concentration	  of	  cDNA	  was	  50	  ng/µL.	  	  
	  
2.2.8.1 Polymerase	  Chain	  Reaction	  
2	  µL	  of	  cDNA	  (to	  load	  100	  ng	  cDNA)	  was	  added	  to	  a	  PCR	  tube	  containing	  12.5	  µL	  of	  KAPA	  
HiFi	  HotStart	  ReadyMix	  2X	  (KAPA	  Biosystems,	  USA),	  0.75	  µL	  of	  forward	  primer	  (10	  µM)	  
(Table	  2.3),	  0.75	  µL	  of	  reverse	  primer	  (10	  µM)	  (Table	  2.4)	  (sequence	  acquired	  from	  
Saddouk	  et	  al.),	  and	  9	  µL	  of	  sterile	  H2O,	  making	  a	  total	  volume	  of	  25	  µL.	  The	  reaction	  
conditions	  for	  the	  various	  primers	  are	  listed	  in	  Table	  2.5.	  
	  
Primer	   Sequence	   Number	  of	  base	  pairs	  
MsCaMKII	  delta	  forward	   5’-­‐	  GCT	  AGG	  GAC	  CAT	  CAG	  AAA	  CTG	  -­‐3’	   21	  
MsCaMKII	  delta	  reverse	   5’-­‐	  GTC	  TTC	  AAA	  CAG	  TTC	  GCC	  AC	  -­‐3’	   20	  
MsCaMKII	  gamma	  forward	   5’-­‐	  CGA	  CTA	  CCA	  GCT	  TTT	  CGA	  G	  -­‐3’	   19	  
MsCaMKII	  gamma	  reverse	   5’-­‐	  GCC	  TCT	  CGT	  TCT	  AGT	  TTC	  TGA	  TG	  -­‐3’	   23	  
HuMsTV1	  forward	   5’-­‐	  GCC	  ATC	  TTG	  ACA	  ACT	  ATG	  CTG	  GCT	  -­‐3’	   24	  
MsTV1	  reverse	   5’-­‐	  CGT	  GCT	  TTC	  ACG	  TCT	  TCA	  TCC	  TCA	  -­‐3’	   24	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MsTV2	  forward	   5’-­‐	  TCG	  GCT	  CAC	  ACA	  GTA	  CAT	  GGA	  CGG	  -­‐3’	   24	  
MsTV2	  reverse	   5’-­‐	  GAA	  ACA	  TGC	  ATG	  AAG	  AGG	  AGA	  GGA	  -­‐3’	   24	  
GAPDH	  forward	   5’-­‐	  AAC	  TTT	  GGC	  ATT	  GTG	  GAA	  GG	  -­‐3’	   20	  
GAPDH	  reverse	   5’-­‐	  ACA	  CAT	  TGG	  GGG	  TAG	  GAA	  CA	  -­‐3’	   20	  
HuTV1	  reverse	   5’-­‐	  CGT	  GCT	  TTC	  ACA	  TCT	  TCA	  TCC	  TCA	  -­‐3’	   24	  
HuTV2	  forward	   5’-­‐	  TAG	  GCT	  CAC	  ACA	  GTA	  CAT	  GGA	  TGG	  -­‐3’	   24	  
HuTV2	  reverse	   5’-­‐	  ACA	  TGC	  ATG	  AAG	  AGG	  AGG	  AGA	  GGA	  -­‐3’	   24	  
HuCaMKII	  gamma	  forward	   5’-­‐	  GAC	  TTC	  TGA	  AAC	  ATC	  CAA	  AC	  -­‐3’	   20	  
HuCaMKII	  gamma	  reverse	   5’-­‐	  CAC	  CAG	  GAG	  GAT	  ATA	  CAG	  GA-­‐3’	   20	  
Table	  2.4:	  Primers	  and	  their	  sequence	  used	  in	  this	  study.	  
	  
	  
Primer	   Temperature	   Length	   Number	  of	  Cycles	  
	   98˚C	   10	  seconds	  
35	  Mouse	  Delta,	  Mouse	  Gamma	   55˚C	   20	  seconds	  
	   72˚C	   40	  seconds	  
	   98˚C	   10	  seconds	   	  
Mouse	  TV1,	  
Mouse	  TV2	   57˚C	   20	  seconds	   35	  
	   72˚C	   30	  seconds	   	  
	   98˚C	   10	  seconds	   	  
GAPDH	   58˚C	   20	  seconds	   35	  
	   72˚C	   20	  seconds	   	  
	   98˚C	   10	  seconds	   	  
Human	  TV1,	  
Human	  TV2	   57˚C	   20	  seconds	   25	  
	   72˚C	   30	  seconds	   	  
	   98˚C	   10	  seconds	   	  
Human	  Gamma	   52˚C	   20	  seconds	   35	  
	   72˚C	   40	  seconds	   	  
Table	  2.5:	  PCR	  conditions	  for	  mouse	  and	  human	  primers.	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After	  PCR,	  2.5	  µL	  of	  10X	  BlueJuice™	  gel	  loading	  buffer	  (Invitrogen/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  
USA)	  was	  added	  to	  each	  PCR	  tube	  and	  vortexed.	  A	  ladder	  was	  made	  by	  adding	  1	  µL	  of	  1	  Kb	  
Plus	  DNA	  Ladder	  (Invitrogen/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  USA)	  with	  2.5	  µL	  of	  10X	  BlueJuice™	  
gel	  loading	  buffer	  (Invitrogen/Thermo	  Fisher	  Scientific,	  USA)	  and	  16.5	  µL	  of	  sterile	  water	  
and	  votrexed	  together.	  
	  
2.2.8.2 Gel	  Electrophoresis	  
Agarose	  gel	  was	  prepared	  and	  run	  as	  section	  2.2.1.3.	  	  





60	  minutes	   2%	  
Mouse	  TV1,	  
Human	  TV1	   80	  minutes	   2%	  
Mouse	  TV2,	  
Human	  TV2	   150	  minutes	   4%	  
Table	  2.6:	  Duration	  and	  the	  percentage	  gel	  run	  for	  each	  primer.	  
	  
2.2.8.3 Densitometry	  
Each	  band	  from	  the	  gel	  was	  measured	  using	  densitometry	  in	  GeneTools	  from	  SynGene	  
computer	  software.	  The	  raw	  values	  were	  exported	  onto	  a	  Microsoft	  Excel	  spread	  sheet.	  The	  
raw	  values	  were	  then	  normalised	  using	  the	  raw	  values	  of	  GAPDH,	  and	  entered	  into	  
GraphPad	  Prism	  version	  7.	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3 Results	  
	  
3.1 Mouse	  Genotyping	  
	  
The	  genotype	  of	  each	  mouse	  was	  analysed	  using	  the	  DNA	  extracted	  from	  their	  tail	  tip.	  The	  
three	  allele-­‐specific	  oligonucleotide	  primers	  that	  were	  used	  show	  the	  presence	  or	  absence	  
of	  the	  sequence	  of	  interest.	  In	  Figure	  3.1,	  the	  left	  lane	  shows	  the	  ApoE	  knockout	  gene	  insert	  
only,	  indicating	  both	  alleles	  of	  that	  mouse	  are	  missing	  the	  ApoE	  gene,	  hence	  an	  ApoE-­‐/-­‐	  
mouse.	  The	  middle	  lane	  shows	  bands	  in	  both	  the	  ApoE	  gene	  and	  an	  absence	  of	  the	  ApoE	  
insertion	  gene,	  therefore	  this	  particular	  mouse	  was	  a	  homozygous	  ApoE+/+.	  The	  right	  lane	  
shows	  bands	  amplified	  by	  all	  three	  primers,	  thus	  possesses	  both	  the	  gene	  and	  the	  insertion	  
gene	  and	  was	  a	  heterozygous	  ApoE+/-­‐	  mouse.	  
	  
Figure	  3.1:	  PCR	  of	  mouse	  tail	  tip	  DNA.	  	  
DNA	  was	  extracted	  from	  tail	  tips	  and	  amplified	  using	  allele	  specific	  primers	  through	  PCR.	  Left	  lane	  
indicates	  an	  ApoE-­‐/-­‐	  mouse,	  middle	  lane	  an	  ApoE+/+	  mouse	  and	  the	  right	  lane	  an	  ApoE+/-­‐	  mouse.	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3.2 CaMKII	  Delta	  Protein	  Expression	  in	  Mouse	  Aorta	  
	  
To	  determine	  the	  CaMKII	  isoforms	  in	  the	  mouse	  aorta,	  protein	  was	  extracted	  from	  13,	  16	  
and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  and	  control	  mice.	  The	  protein	  was	  then	  run	  through	  a	  western	  blot,	  
and	  using	  a	  CaMKII	  delta	  antibody,	  the	  amount	  of	  the	  CaMKII	  delta	  protein	  could	  be	  
measured.	  The	  housekeeping	  protein	  GAPDH	  was	  also	  measured	  for	  consistency	  of	  loading.	  
CaMKII	  delta	  is	  clearly	  present	  in	  all	  groups	  of	  mice.	  	  
The	  GAPDH	  as	  shown	  in	  Figure	  3.2	  is	  not	  consistent.	  Great	  difficulty	  was	  encountered	  when	  
trying	  to	  measure	  the	  concentration	  of	  the	  extracted	  protein.	  Large	  variations	  in	  individual	  
readings	  from	  the	  same	  sample	  meant	  the	  average	  protein	  concentration	  value	  would	  
deviate	  from	  the	  true	  concentration	  that	  was	  loaded	  for	  a	  western	  blot.	  In	  order	  to	  
minimise	  such	  effects,	  the	  density	  of	  CaMKII	  delta	  was	  normalised	  to	  their	  respective	  
GAPDH	  density	  (Figure	  3.3).	  	  
	  
	  
	   	  
Figure	  3.2:	  Western	  blot	  of	  protein	  extracted	  from	  mouse	  aorta.	  	  
CaMKII	  delta	  and	  GAPDH	  protein	  expression	  of	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  and	  control	  mice	  
(n=1	  for	  each	  group)	  showing	  variation	  among	  the	  age	  groups.	  	  





	   	  
Figure	  3.3:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  delta	  protein	  expression	  from	  
mouse	  aorta	  normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  	  
The	  graph	  depicts	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  protein	  from	  the	  
western	  blot	  (n=5	  for	  technical	  replicates,	  n=1	  for	  biological	  replicates).	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3.3 CaMKII	  Delta	  mRNA	  Expression	  in	  Mouse	  Aorta	  
	  
The	  RNA	  was	  also	  extracted	  from	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  and	  control	  mice	  mouse	  
aorta,	  and	  reverse	  transcription	  of	  the	  RNA	  was	  performed	  to	  make	  cDNA.	  Using	  specific	  
primers,	  the	  sequence	  of	  interest	  could	  be	  amplified	  and	  measured.	  GAPDH	  was	  also	  
measured	  from	  the	  same	  cDNA	  sample	  for	  consistency.	  As	  shown	  in	  Figure	  3.4,	  CaMKII	  
delta	  is	  present	  and	  variation	  between	  age	  groups	  can	  be	  visualised.	  The	  GAPDH	  is	  also	  
more	  consistent	  than	  that	  of	  the	  protein	  (Figure	  3.2).	  	  
When	  the	  relative	  protein	  expression	  (Figure	  3.3)	  is	  compared	  to	  the	  relative	  mRNA	  
expression	  (Figure	  3.5),	  an	  inverse	  relationship	  exists.	  When	  CaMKII	  delta	  protein	  levels	  
are	  lower,	  the	  mouse	  compensates	  by	  increasing	  the	  CaMKII	  delta	  mRNA	  in	  order	  to	  
restore	  the	  basal	  level	  of	  protein.	  	  
	  
Figure	  3.4:	  Gel	  electrophoresis	  of	  mRNA	  extracted	  from	  mouse	  aorta	  using	  CaMKII	  delta	  
primer.	  	  
CaMKII	  delta	  and	  GAPDH	  mRNA	  expression	  of	  negative	  control	  (water	  control)	  13,	  16	  and	  20	  week	  
old	  ApoE-­‐/-­‐,	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  control	  mice	  and	  positive	  control	  (left	  ventricular	  mouse	  heart	  
tissue)	  (n=1	  mouse	  for	  each	  group)	  showing	  variation	  among	  the	  age	  groups.	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Figure	  3.5:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  delta	  mRNA	  expression	  from	  mouse	  aorta	  
normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  	  
The	  graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  mRNA	  from	  PCR	  (n=3	  for	  
technical	  replicates,	  n=1	  for	  biological	  replicates).	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Furthermore,	  the	  splice	  variants	  of	  CaMKII	  delta	  were	  examined	  using	  TV1	  and	  TV2	  
primers.	  The	  TV1	  primer	  protocol	  is	  still	  in	  the	  process	  of	  being	  optimised	  and	  due	  to	  
limited	  samples	  and	  time	  constraints,	  no	  presentable	  data	  was	  produced.	  The	  TV2	  primer	  
had	  slightly	  more	  success.	  Two	  separate	  bands	  could	  be	  differentiated	  to	  show	  the	  CaMKII	  
delta	  2	  and	  CaMKII	  delta	  6	  at	  316	  bp	  and	  CaMKII	  delta	  1	  and	  CaMKII	  delta	  3	  at	  227	  bp.	  
	  
Figure	  3.6:	  Gel	  electrophoresis	  using	  TV2	  primer	  of	  mRNA	  extracted	  from	  mouse	  aorta.	  	  
CaMKII	  delta	  2,	  CaMKII	  delta	  6	  and	  GAPDH	  mRNA	  expression	  of	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐,	  13,	  
16	  and	  20	  week	  old	  control	  mice,	  negative	  control	  (water	  control)	  and	  positive	  control	  (left	  
ventricular	  mouse	  heart	  tissue)	  showing	  variation	  among	  the	  age	  groups.	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Figure	  3.7:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  delta	  mRNA	  expression	  using	  TV2	  primer	  from	  
mouse	  aorta	  normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  	  
(A)	  Graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  1	  and	  CaMKII	  delta	  3	  mRNA	  
from	  PCR	  (n=3	  for	  technical	  replicates,	  n=1	  for	  biological	  replicates).	  (B)	  Graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  
SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  2	  and	  CaMKII	  delta	  6	  mRNA	  from	  PCR	  (n=3	  for	  technical	  
replicates,	  n=1	  for	  biological	  replicates).	  
	  
3.4 CaMKII	  Gamma	  Protein	  and	  mRNA	  Expression	  in	  Mouse	  Aorta	  
	  
Unfortunately,	  after	  many	  attempts	  and	  adjustments	  to	  the	  methodology,	  we	  were	  not	  able	  
to	  produce	  any	  viable	  results	  in	  both	  the	  western	  blot	  and	  PCR.	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3.5 CaMKII	  Delta	  Protein	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
In	  order	  to	  further	  assess	  the	  specific	  layers	  of	  the	  artery	  and	  their	  contribution	  to	  
atherosclerosis,	  the	  relative	  distribution	  of	  CaMKII	  isoforms	  expressed	  within	  human	  cells	  
of	  HUVEC,	  HCAEC	  and	  HCASMC	  were	  western	  blotted	  for	  CaMKII	  delta	  (Figure	  3.8).	  When	  
CaMKII	  delta	  band	  at	  54	  kDa	  from	  two	  different	  extractions	  and	  two	  different	  western	  blots	  
are	  normalised	  to	  the	  corresponding	  GAPDH,	  the	  trend	  seems	  to	  show	  more	  CaMKII	  delta	  




Figure	  3.8:	  Western	  blot	  of	  protein	  extracted	  from	  human	  cells.	  	  
CaMKII	  delta	  and	  GAPDH	  protein	  expression	  of	  human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  (HUVEC),	  
human	  coronary	  artery	  endothelial	  cells	  (HCAEC)	  and	  human	  coronary	  artery	  smooth	  muscle	  cells	  
(HCASMC).	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Figure	  3.9:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  delta	  protein	  expression	  from	  human	  cells	  
normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  	  
The	  graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  protein	  from	  the	  western	  blot	  
(n=2).	  
	   	  
	   44	  
3.6 CaMKII	  Delta	  mRNA	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
	  
Using	  the	  TV1	  primer,	  total	  CaMKII	  could	  be	  observed	  at	  131	  bp	  (Figure	  3.10).	  Similar	  
trend	  to	  that	  of	  the	  CaMKII	  delta	  protein	  expression,	  the	  HCASMC	  expresses	  more	  CaMKII	  
delta	  mRNA	  compared	  to	  HUVEC	  and	  HCAEC	  (Figure	  3.11).	  Furthermore,	  TV2	  primer	  
would	  distinguish	  between	  the	  different	  CaMKII	  isoform	  variants	  (Figure	  3.12)	  and	  a	  
similar	  trend	  of	  more	  CaMKII	  delta	  within	  the	  HCASMC	  for	  all	  three	  isoform	  variants	  




Figure	  3.10:	  Gel	  electrophoresis	  using	  TV1	  primer	  of	  mRNA	  extracted	  from	  human	  cells.	  	  	  
CaMKII	  delta	  and	  GAPDH	  mRNA	  expression	  of	  negative	  control	  (water	  control),	  HUVEC,	  HCAEC	  and	  
HCASMC	  (n=3).	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Figure	  3.11:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  delta	  mRNA	  expression	  using	  TV1	  primer	  
from	  human	  cells	  normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  	  
The	  graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  mRNA	  from	  PCR	  in	  HUVEC,	  
HCAEC	  and	  HCASMC	  (n=3).	  No	  statistical	  significance	  between	  HUVEC	  and	  HCAEC	  (p=0.506),	  
HUVEC	  and	  HCASMC	  (p=0.0899)	  and	  HCAEC	  and	  HCASMC	  (p=0.0586).	  Statistical	  comparisons	  were	  
made	  using	  paired	  t-­‐test	  on	  GraphPad	  Prims	  7.	  	  
	   	  
	   46	  
	  
Figure	  3.12:	  Gel	  electrophoresis	  using	  TV2	  primer	  of	  mRNA	  extracted	  from	  human	  cells.	  	  
CaMKII	  delta	  isoform	  variants	  2,	  1,	  6	  and	  GAPDH	  mRNA	  expression	  of	  negative	  control	  (water	  







Figure	  3.13:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  delta	  isoform	  variants	  mRNA	  expression	  using	  
TV2	  primer	  from	  mouse	  aorta	  normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  
(A)	  Graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  2	  mRNA	  from	  PCR	  (n=2).	  (B)	  
Graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  1	  mRNA	  from	  PCR	  (n=2).	  (C)	  Graph	  
depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  delta	  1	  mRNA	  from	  PCR	  (n=2).	  All	  three	  isoform	  
variants	  show	  similar	  pattern	  of	  expression.	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3.7 CaMKII	  Gamma	  Protein	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
	  
Albeit	  the	  unsuccessful	  western	  blot	  and	  PCR	  of	  CaMKII	  gamma	  in	  mouse	  samples,	  the	  
gamma	  isoform	  was	  also	  explored	  in	  HUVEC,	  HCAEC	  and	  HCASMC	  by	  western	  blotting	  
(Figure	  3.14).	  This	  time,	  the	  endothelial	  cells	  (HUVEC	  and	  HCAEC)	  expressed	  more	  CaMKII	  
gamma	  than	  the	  HCASMC	  (Figure	  3.15).	  This	  trend	  is	  the	  opposite	  of	  what	  was	  observed	  for	  




Figure	  3.14:	  Western	  blot	  of	  protein	  extracted	  from	  human	  cells.	  	  
CaMKII	  gamma	  and	  GAPDH	  protein	  expression	  of	  human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  (HUVEC),	  
human	  coronary	  artery	  endothelial	  cells	  (HCAEC)	  and	  human	  coronary	  artery	  smooth	  muscle	  cells	  
(HCASMC).	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Figure	  3.15:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  gamma	  protein	  expression	  from	  human	  cells	  
normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  	  
The	  graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  gamma	  protein	  of	  HUVEC,	  HCAEC	  and	  
HCASMC	  from	  the	  western	  blot	  (n=3).	  No	  statistical	  significance	  between	  HUVEC	  and	  HCAEC	  
(p=0.8288),	  HUVEC	  and	  HCASMC	  (p=0.0722)	  and	  HCAEC	  and	  HCASMC	  (p=0.0631).	  Statistical	  
comparisons	  were	  made	  using	  paired	  t-­‐test	  on	  GraphPad	  Prims	  7.	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3.8 CaMKII	  Gamma	  mRNA	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
	  
CaMKII	  gamma	  mRNA	  was	  examined	  through	  PCR.	  All	  three	  cell	  types	  of	  HUVEC,	  HCAEC	  
and	  HCASMC	  express	  CaMKII	  gamma	  at	  431	  base	  pair	  size	  (Figure	  3.16).	  When	  normalised	  
to	  their	  respective	  GAPDH,	  all	  three	  cell	  types	  express	  similar	  levels	  of	  CaMKII	  gamma	  




Figure	  3.16:	  Gel	  electrophoresis	  using	  gamma	  primer	  of	  mRNA	  extracted	  from	  human	  cells.	  	  
CaMKII	  gamma	  and	  GAPDH	  mRNA	  expression	  of	  negative	  control	  (water	  control),	  HUVEC,	  HCAEC	  
and	  HCASMC.	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Figure	  3.17:	  Densitometric	  analysis	  of	  CaMKII	  gamma	  mRNA	  expression	  using	  gamma	  
primer	  from	  human	  cells	  normalised	  to	  their	  respective	  GAPDH.	  
Graph	  depicts	  the	  mean	  ±	  SEM	  relative	  density	  of	  CaMKII	  gamma	  mRNA	  from	  PCR	  (n=3).	  No	  
statistical	  significance	  between	  HUVEC	  and	  HCAEC	  (p=0.4401),	  HUVEC	  and	  HCASMC	  (p=0.2673)	  
and	  HCAEC	  and	  HCASMC	  (p=0.1083).	  Statistical	  comparisons	  were	  made	  using	  paired	  t-­‐test	  on	  
GraphPad	  Prims	  7.	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4 Discussion	  
	  
The	  vasculature	  is	  a	  complex	  and	  dynamic	  system	  comprised	  of	  many	  cells	  and	  cell	  types	  
(Tabas	  et	  al.,	  2015).	  They	  work	  cohesively	  to	  maintain	  correct	  structure	  and	  function	  to	  
carry	  out	  its	  main	  purposes	  of	  regulating	  blood	  flow	  (Tennant	  &	  McGeachie,	  1990).	  It	  is	  
known	  that	  many	  factors	  can	  disrupt	  the	  homeostasis	  of	  the	  vasculature	  and	  ultimately	  
lead	  to	  the	  progression	  of	  atherosclerosis,	  however	  the	  exact	  mechanism	  of	  atherogenesis	  
is	  still	  yet	  not	  well	  understood.	  Unpublished	  data	  from	  the	  Heather	  Lab	  has	  shown	  that	  the	  
regulatory	  enzyme	  CaMKII	  is	  involved	  in	  atherosclerosis.	  Through	  the	  inhibition	  of	  this	  
enzyme	  with	  KN-­‐93,	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  administered	  with	  the	  inhibitor	  saw	  a	  reduction	  in	  lesion	  
sizes.	  	  
	  
4.1 CaMKII	  Isoform	  Expression	  in	  Mouse	  Aorta	  
The	  primary	  aim	  of	  this	  study	  was	  to	  examine	  the	  changes	  in	  CaMKII	  isoform	  expression	  at	  
different	  stages	  of	  atherosclerosis.	  To	  determine	  this,	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  mice	  
were	  culled	  and	  had	  their	  CaMKII	  delta	  and	  CaMKII	  gamma	  isoforms	  analysed	  from	  their	  
aorta.	  Protein	  and	  mRNA	  levels	  of	  the	  two	  isoforms	  were	  measure.	  	  
	  
4.1.1 CaMKII	  Delta	  Expression	  in	  Mouse	  Aorta	  
Due	  to	  limited	  samples	  and	  time,	  only	  one	  mouse	  could	  be	  dissected	  and	  used	  for	  each	  
group.	  This	  limited	  any	  means	  of	  statistical	  analysis	  of	  the	  results	  and	  therefore	  the	  results	  
pertain	  to	  the	  single	  mouse	  only.	  CaMKII	  delta	  expression	  was	  observed	  in	  all	  ages	  of	  ApoE-­‐
/-­‐	  and	  control	  mice	  for	  both	  protein	  and	  mRNA,	  and	  interestingly	  an	  inverse	  relationship	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between	  the	  expression	  of	  protein	  and	  mRNA	  exists.	  It	  is	  likely	  that	  the	  low	  protein	  level	  
would	  have	  marked	  as	  a	  stimulus	  for	  upregulation	  of	  mRNA	  in	  order	  to	  restore	  the	  
intended	  level	  of	  protein	  within	  the	  cell.	  
Variability	  of	  expression	  by	  both	  protein	  (Figure	  3.3)	  and	  mRNA	  (Figure	  3.5)	  meant	  that	  no	  
conclusions	  could	  be	  made	  to	  how	  the	  expression	  changes	  at	  the	  different	  ages	  of	  the	  mice.	  
In	  order	  to	  be	  able	  to	  make	  an	  inference,	  the	  statistical	  power	  among	  the	  groups	  would	  
need	  to	  be	  greater	  by	  increasing	  the	  biological	  sample	  size	  of	  each	  group.	  	  
	  
The	  GAPDH	  was	  not	  consistent	  among	  the	  western	  blot	  (Figure	  3.2),	  owing	  to	  the	  
discordant	  protein	  concentration	  measurements.	  The	  extracted	  protein	  was	  found	  to	  be	  
slightly	  congealed	  and	  difficult	  to	  pipette	  leading	  to	  inconsistent	  protein	  loading	  for	  
western	  blots.	  In	  order	  to	  eliminate	  this	  effect,	  the	  protein	  level	  was	  normalised	  to	  the	  
GAPDH	  using	  the	  densitometry	  results.	  The	  normalisation	  of	  GAPDH	  using	  densitometry	  
assumes	  that	  the	  band	  density	  from	  the	  western	  blot	  and	  GAPDH	  expression	  exist	  in	  a	  
linear	  fashion.	  The	  methodology	  could	  also	  be	  adjusted	  to	  produce	  a	  more	  confluent	  
protein	  extraction.	  	  
	  
The	  TV1	  primer	  is	  still	  in	  the	  process	  of	  being	  optimised	  with	  respect	  to	  the	  length	  and	  
number	  of	  PCR	  cycles.	  	  
The	  TV2	  primer	  used	  in	  this	  study	  was	  slightly	  more	  successful	  than	  the	  TV1	  primer,	  and	  
was	  further	  able	  to	  distinguish	  the	  different	  CaMKII	  delta	  isoform	  variants	  present	  (Figure	  
3.7).	  It	  can	  be	  said	  that	  there	  are	  different	  CaMKII	  delta	  isoform	  variants	  present	  in	  the	  
individual	  mice,	  however	  no	  immediate	  conclusions	  could	  be	  made	  between	  the	  levels	  of	  
	   53	  
each	  variant	  in	  the	  different	  groups	  or	  which	  specific	  CaMKII	  delta	  isoform	  variant	  was	  
present.	  In	  order	  to	  do	  so,	  the	  biological	  sample	  size	  would	  again	  need	  to	  be	  increased	  and	  
the	  TV1	  primer	  results	  would	  also	  be	  needed.	  	  
	  
4.1.2 CaMKII	  Gamma	  Expression	  in	  Mouse	  Aorta	  
Unfortunately	  no	  positive	  results	  were	  produced	  from	  either	  western	  blots	  or	  PCR.	  8	  
western	  blots	  were	  performed	  to	  which	  no	  bands	  in	  the	  appropriate	  size	  could	  be	  detected.	  
The	  protocol	  is	  still	  in	  the	  process	  of	  being	  optimised.	  	  
For	  the	  western	  blotting,	  the	  antibody	  quality,	  concentration	  and	  length	  of	  time	  exposed	  to	  
the	  antibody	  could	  be	  the	  major	  factors	  for	  the	  negative	  results.	  All	  PVDF	  membranes	  
(including	  the	  CaMKII	  delta	  western	  blot	  membranes)	  that	  were	  western	  blotted	  were	  kept,	  
as	  the	  antibody	  can	  be	  stripped	  and	  reapplied.	  	  
As	  for	  the	  PCR,	  the	  temperature	  for	  each	  stage,	  the	  length	  of	  each	  stage	  and	  the	  number	  of	  
cycles	  are	  in	  the	  process	  of	  being	  optimised.	  	  
	  
It	  could	  also	  be	  plausible	  that	  CaMKII	  gamma	  is	  not	  present,	  or	  present	  at	  very	  low	  
amounts	  that	  it	  is	  not	  detectible	  by	  the	  methods	  utilised	  in	  this	  study.	  As	  seen	  by	  the	  human	  
cell	  results	  (Figure	  3.15),	  CaMKII	  gamma	  seems	  to	  be	  found	  predominantly	  in	  endothelial	  
cells.	  Endothelial	  cells	  are	  only	  one	  layer	  thin	  and	  make	  up	  only	  a	  small	  amount	  of	  the	  
vasculature.	  Therefore	  the	  amount	  of	  CaMKII	  gamma	  could	  have	  been	  diluted	  within	  all	  the	  
other	  cells	  when	  the	  whole	  aorta	  was	  blended	  for	  this	  experiment.	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4.2 CaMKII	  Isoform	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
Due	  to	  the	  lack	  of	  positive	  results	  from	  the	  mouse	  experiments,	  it	  was	  decided	  to	  look	  at	  
human	  cells	  that	  were	  available.	  Human	  umbilical	  vein	  endothelial	  cells	  (HUVEC),	  human	  
coronary	  artery	  endothelial	  cells	  (HCAEC)	  and	  human	  coronary	  artery	  smooth	  muscle	  cells	  
(HCASMC)	  were	  used	  to	  screen	  for	  CaMKII	  isoform	  expression	  within	  the	  specific	  layers	  of	  
the	  vasculature.	  	  
	  
4.2.1 CaMKII	  Delta	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
Compared	  to	  the	  protein	  extracted	  from	  the	  mouse	  aorta,	  the	  human	  cell	  protein	  extract	  
concentration	  was	  much	  more	  accurately	  calculated	  in	  part	  due	  to	  a	  more	  confluent	  sample.	  
This	  resulted	  in	  a	  more	  even	  loading	  of	  the	  protein	  sample,	  as	  seen	  in	  Figure	  3.8	  by	  a	  
consistent	  GAPDH.	  	  
The	  endothelial	  cells,	  HUVEC	  and	  HCAEC,	  expressed	  a	  very	  similar	  amount	  of	  CaMKII	  delta	  
protein,	  whilst	  the	  HCASMC	  expressed	  a	  lot	  more	  CaMKII	  delta	  protein	  (Figure	  3.9).	  This	  
pattern	  aligns	  with	  the	  literature,	  which	  shows	  CaMKII	  delta	  being	  associated	  with	  
increased	  smooth	  muscle	  cell	  proliferation	  and	  migration	  when	  activated	  (House	  &	  Singer,	  
2008;	  Saddouk	  et	  al.,	  2017).	  	  
	  
Using	  the	  TV1	  primer,	  the	  CaMKII	  delta	  mRNA	  could	  be	  measured.	  Interestingly	  the	  CaMKII	  
delta	  mRNA	  expression	  pattern	  was	  very	  similar	  to	  that	  of	  the	  CaMKII	  delta	  protein	  
expression.	  HUVEC	  and	  HCAEC	  expressed	  a	  very	  similar	  amount	  of	  CaMKII	  delta	  mRNA,	  
whilst	  the	  HCASMC	  expressed	  a	  lot	  more	  CaMKII	  delta	  mRNA	  (Figure	  3.11).	  This	  trend	  is	  
the	  opposite	  of	  what	  is	  observed	  in	  the	  mouse	  aorta,	  where	  an	  inverse	  relationship	  exists.	  A	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possible	  explanation	  for	  this	  could	  be	  that	  the	  basal	  level	  of	  CaMKII	  delta	  protein	  is	  
naturally	  higher	  in	  HCASMC	  compared	  to	  HUVEC	  and	  HCAEC.	  In	  order	  to	  maintain	  a	  higher	  
level	  of	  CaMKII	  delta	  protein,	  there	  is	  more	  CaMKII	  delta	  mRNA.	  The	  difference	  could	  also	  
be	  attributable	  due	  to	  the	  fact	  that	  they	  are	  from	  two	  different	  models.	  	  
	  
Through	  the	  use	  of	  the	  TV2	  primer,	  we	  were	  able	  to	  observe	  the	  presence	  CaMKII	  delta	  2,	  
CaMKII	  delta	  1	  and	  CaMKII	  delta	  6	  variants	  in	  human	  cells.	  The	  expression	  of	  all	  CaMKII	  
delta	  isoform	  variant	  was	  the	  greatest	  in	  HCASMC	  (Figure	  3.12).	  This	  finding	  is	  relevant	  as	  
the	  literature	  has	  shown	  that	  CaMKII	  delta	  2	  in	  rats	  is	  associated	  with	  cell	  proliferation	  and	  
migration	  in	  response	  to	  vascular	  cell	  injury	  (House	  &	  Singer,	  2008).	  	  
	  
4.2.2 CaMKII	  Gamma	  Expression	  in	  Human	  Cells	  
In	  this	  study,	  we	  found	  that	  CaMKII	  gamma	  protein	  was	  expressed	  higher	  in	  HUVEC	  and	  
HCAEC,	  compared	  to	  HCASMC	  (Figure	  3.15),	  the	  opposite	  pattern	  to	  CaMKII	  delta	  protein	  
expression	  mentioned	  before.	  The	  CaMKII	  gamma	  mRNA	  expression	  was	  similar	  among	  all	  
three	  cell	  types	  (Figure	  3.17).	  	  
This	  trend	  is	  consistent	  with	  the	  literature,	  which	  has	  shown	  that	  CaMKII	  gamma	  is	  
associated	  with	  decreased	  vascular	  smooth	  muscle	  cell	  proliferation	  (Saddouk	  et	  al.,	  2016),	  
as	  in	  disease	  states	  when	  CaMKII	  is	  chronically	  activated,	  there	  is	  less	  CaMKII	  gamma	  to	  
oppose	  the	  effects	  of	  CaMKII	  delta	  in	  the	  VSMCs,	  which	  then	  leads	  to	  increased	  VSMC	  
proliferation	  and	  migration.	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4.3 Limitations	  
As	  mentioned	  several	  times	  previously,	  the	  lacking	  sample	  size	  ultimately	  meant	  that	  no	  
statistical	  analysis	  could	  be	  conducted.	  Most	  of	  the	  protocol	  has	  now	  been	  optimised	  and	  
working,	  it	  is	  only	  a	  matter	  of	  repeating	  these	  experiments	  and	  increasing	  the	  sample	  size.	  	  
	  
Most	  of	  the	  current	  research	  that	  has	  focused	  on	  CaMKII	  in	  the	  vasculature	  has	  
predominantly	  been	  conducted	  on	  rats.	  Whilst	  CaMKII	  is	  a	  highly	  conserved	  gene	  amongst	  
mammals	  (Saddouk	  et	  al.,	  2016),	  it	  cannot	  be	  assumed	  that	  CaMKII	  functions	  in	  an	  identical	  
manner	  in	  rats,	  mice	  and	  humans.	  Each	  model	  does	  offer	  various	  unique	  benefits	  and	  
disadvantages.	  To	  relate	  this	  idea	  back	  to	  this	  project,	  the	  cells	  obtained	  from	  the	  mouse	  
aorta	  will	  have	  different	  properties	  to	  the	  human	  cells.	  The	  whole	  mouse	  aorta	  was	  used	  in	  
this	  study,	  therefore	  many	  other	  cells	  types	  within	  the	  aorta	  (such	  as	  macrophages)	  could	  
have	  influenced	  the	  end	  results	  ever	  so	  slightly.	  The	  human	  cells	  originated	  from	  coronary	  
artery	  and	  not	  the	  aorta,	  as	  well	  as	  being	  grown	  outside	  of	  the	  body	  without	  conditions	  that	  
emulate	  the	  disease	  state.	  These	  differences	  may	  only	  be	  very	  subtle,	  but	  must	  still	  be	  
acknowledged.	  	  
	  
4.4 Clinical	  Relevance	  of	  CaMKII	  
The	  current	  treatment	  for	  atherosclerosis	  and	  coronary	  artery	  disease	  focuses	  on	  the	  lipid	  
lowering	  approach.	  Whilst	  statins	  have	  been	  efficacious	  at	  lowering	  endogenous	  lipid	  
synthesis	  and	  thereby	  reducing	  adverse	  cardiovascular	  related	  events,	  significant	  residual	  
cardiovascular	  risk	  persists	  (Baigent	  et	  al.,	  2005).	  One	  in	  four	  patients	  on	  statins	  will	  die	  as	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a	  result	  of	  cardiovascular	  related	  disease	  and	  therefore	  there	  is	  much	  room	  for	  
improvement	  through	  additional	  treatments	  (Go	  et	  al.,	  2013).	  	  
The	  therapeutic	  approach	  of	  inhibiting	  CaMKII	  would	  be	  most	  appropriate	  in	  the	  early	  
stages	  of	  atherogenesis,	  when	  vascular	  smooth	  muscle	  cell	  proliferation	  and	  migration	  
takes	  place.	  Various	  new	  imaging	  devices	  and	  techniques	  could	  make	  it	  possible	  for	  the	  
early	  detection	  of	  endothelial	  dysfunction	  and	  atherosclerosis	  by	  measuring	  vascular	  
function	  (Kitta	  et	  al.,	  2009;	  Iantorno	  &	  Weiss,	  2014).	  Therefore	  therapeutic	  intervention	  of	  
CaMKII	  inhibition	  in	  early	  stages	  of	  atherosclerosis	  could	  soon	  be	  possible.	  	  
	  
CaMKII	  is	  a	  highly	  conserved	  gene	  and	  for	  good	  reason,	  as	  it	  serves	  a	  central	  purpose.	  
During	  physiological	  stress	  such	  as	  exercise,	  elevated	  intracellular	  Ca2+	  increases	  CaMKII	  
activity	  leading	  to	  phosphorylation	  of	  numerous	  target	  proteins,	  which	  ultimately	  
promotes	  stronger	  contractions	  of	  the	  heart	  as	  well	  as	  a	  larger	  arterial	  diameter	  by	  NO	  
production	  to	  increase	  blood	  flow	  (Kemi	  et	  al.,	  2007;	  Bers	  &	  Grandi,	  2009).	  Chronic	  
inhibition	  of	  CaMKII	  in	  mice	  has	  been	  shown	  to	  reduce	  cardiac	  contractile	  response	  to	  
exercise	  (Kaurstad	  et	  al.,	  2012).	  	  A	  reduced	  capacity	  to	  perform	  exercise	  could	  likely	  be	  a	  
side	  effect	  if	  patients	  were	  to	  have	  CaMKII	  inhibiting	  treatment.	  	  
	  
CaMKII	  has	  the	  ability	  of	  being	  activated	  through	  post-­‐translational	  modifications	  such	  as	  
oxidation,	  phosphorylation	  and	  O-­‐linked	  N-­‐glycosylation	  (Erickson,	  2014).	  Of	  particular	  
interest	  is	  the	  hyperglycaemic	  condition	  such	  as	  in	  diabetes,	  contributing	  to	  the	  activation	  
of	  CaMKII	  in	  the	  heart	  through	  O-­‐linked	  glycosylation	  (Erickson	  et	  al.,	  2013).	  Diabetics	  also	  
exhibit	  accelerated	  development	  of	  atherosclerosis	  (Zeadin	  et	  al.,	  2013).	  Whilst	  there	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currently	  is	  no	  evidence	  linking	  hyperglycaemic	  CaMKII	  activation	  through	  O-­‐linked	  
glycosylation	  in	  the	  vasculature	  and	  accelerated	  atherosclerosis	  development,	  this	  would	  
be	  a	  very	  prosperous	  topic	  of	  research.	  Therefore	  not	  only	  inhibiting	  CaMKII,	  but	  
minimising	  risk	  factors	  which	  lead	  to	  an	  increased	  CaMKII	  activation	  by	  post-­‐translational	  
modification	  could	  have	  success.	  	  
	  
4.5 Future	  Research	  
First	  and	  foremost,	  the	  sample	  size	  to	  the	  experiments	  in	  this	  project	  will	  be	  increased.	  
Armed	  with	  statistical	  power,	  further	  conclusions	  can	  be	  made	  to	  which	  CaMKII	  isoform	  
KN-­‐93	  inhibits	  as	  atherosclerosis	  progresses	  among	  the	  13,	  16	  and	  20	  week	  old	  ApoE-­‐/-­‐	  
mice.	  	  
	  
The	  next	  step	  forward	  for	  this	  project	  would	  be	  to	  look	  at	  CaMKII	  expression	  in	  the	  specific	  
cell	  types	  of	  aorta	  of	  both	  ApoE-­‐/-­‐	  and	  control	  mice.	  Similar	  to	  the	  human	  cell	  experiments	  
where	  the	  endothelial	  layer	  and	  smooth	  muscle	  layer	  were	  compared,	  it	  would	  give	  great	  
insight	  to	  what	  CaMKII	  isoform	  changes	  take	  place	  within	  each	  cell	  type	  of	  the	  mouse	  aorta	  
as	  atherosclerosis	  progresses,	  and	  valuably,	  the	  specific	  location	  of	  such	  changes	  in	  CaMKII	  
isoform	  to	  identify	  where	  the	  treatment	  should	  be	  targeted.	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4.6 Conclusion	  
This	  study	  explored	  the	  different	  CaMKII	  isoforms	  in	  the	  vasculature.	  The	  ex	  vivo	  aspect	  of	  
the	  study	  found	  that	  both	  protein	  and	  mRNA	  of	  CaMKII	  delta	  are	  expressed	  in	  an	  inverse	  
relationship	  for	  both	  ApoE-­‐/-­‐	  and	  control	  mice.	  	  
The	  in	  vitro	  experiments	  in	  this	  study	  displayed	  an	  increased	  CaMKII	  delta	  expression	  for	  
both	  protein	  and	  mRNA	  in	  HCASMC,	  compared	  to	  HUVEC	  and	  HCAEC.	  	  
CaMKII	  gamma	  was	  expressed	  more	  in	  HUVEC	  and	  HCAEC	  than	  HCASMC.	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1X	  Lysis	  Buffer	  
Tris	  base	  	   100	  mM	   12.11	  g	  
EDTA	   5	  mM	   1.86	  g	  
SDS	  (0.2%)	   	   	  	  	  	  	  2	  g	   	  
NaCl	  	   200	  mM	   11.68	  g	  




Tail	  Tip	  Lysis	  Buffer	  (per	  sample)	  
1X	  Lysis	  Buffer	   199	  µL	  
Proteinase	  K	  (20	  mg/mL)	   1	  µL	  
	  
	  
RIPA	  Buffer	  (for	  100	  mL)	  
Tris-­‐HCl	   50	  mM	   0.6057	  g	  
NaCl	   150	  mM	   0.8766	  g	  
0.1%	  SDS	   1	  mL	  (10%	  Stock)	  
1.0%	  Triton	  X-­‐100	   	   1	  mL	  
1mM	  EDTA	   	   	   0.0292	  g	  
MilliQ	  water	   	   	   98	  mL	  
pH	  7.4	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RIPA	  Buffer	  plus	  Inhibitors	  
RIPA	  buffer	   	  	   4.25	  mL	  
25X	  Complete	  Protease	  Inhibitor	  Aliquot	   400	  µL	  
10X	  PhosStop	  Phosphate	  Inhibitor	  Aliquot	   500	  µL	  
Note:	  
25x	  Complete	  Protease	  Inhibitor	  
1	  tablet	   	   	   	   2ml	  MilliQ	  water	  
Aliquot	  5	  x	  400	  µL	  
10x	  PhosStop	  Phosphatase	  Inhibitor	  
1	  tablet	   	   	   	   1ml	  MilliQ	  water	  
Aliquot	  2	  x	  500	  µL	  
	  
	  
50X	  TAE	  Solution	  (for	  200	  mL)	  
Tris	  base	   48.4	  g	  
Acetic	  Acid	   11.42	  mL	  
Sodium	  EDTA	   3.72	  g	  
MilliQ	  water	   188.58	  mL	  
pH	  8.3	  
	  
1X	  TAE	  (for	  1	  litre)	  
50X	  TAE	  Solution	   20	  mL	  
MilliQ	  water	   980	  mL	  
	  
PBS	  (for	  1	  litre)	  
NaCl	  	   8	  g	  
KCl	   0.2	  g	  
Na2HPO4	   1.44	  g	  
KH2PO4	   0.24	  g	  
MilliQ	  water	   1	  litre	  
pH	  7.4 
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PBS	  +	  heparin	  (40	  IU)	  
1X	  PBS	   125	  mL	  
Heparin	  5000	  IU	   1	  mL	  
	  
10X	  MES	  Running	  Buffer	  (for	  1	  litre)	  
MES	  	   500	  mM	  	   106.67	  g	  
Tris	   500	  mM	   60.57	  g	  
SDS	   1%	   10	  g	  
EDTA	   10	  mM	  	   2.922	  g	  
MilliQ	  water	   	  	   	   1	  litre	  	  
pH	  7.3	  
1X	  MES	  Running	  Buffer	  (for	  1	  litre)	  
10X	  MES	  Running	  Buffer	   100	  mL	  
MilliQ	  water	   900	  mL	  
	  
	  
10X	  Transfer	  Buffer	  (for	  1	  litre)	  
Tris	  base	   250	  mM	   30.3	  g	  
Glycine	   1.92	  M	   	   144	  g	  
MilliQ	  water	   	   	   	   1	  litre	  
	  
1X	  Transfer	  Buffer	  (for	  1	  litre)	  
10X	  Transfer	  Buffer	   100	  mL	  
MilliQ	  water	   800	  mL	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10X	  TBS	  (for	  1	  litre)	  
Tris	  base	   200	  mM	  	   24.23	  g	  
NaCl	   1.37	  M	   80.06	  g	  





10X	  TBS	   100	  mL	  
Tween	  20	   500	  µL	  
MilliQ	  water	   899.5	  mL	  
	  
	  
5%	  Milk	  Powder	  Solution	  (for	  100	  mL)	  
Milk	  powder	  	   5	  g	  
1X	  TBST	   100	  mL	  
	  
	  
